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Im Text verwendete Abkürzungen 
 
B-NHL    B-Non-Hodgkin-Lymphom 
CAD     Caspase-activated DNase 
CD     Cluster of differentiation 
cDNS     komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CT     Threshold-Cycle 
DEPC     Diethylpyrocarbonat 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNS     Desoxyribonukleinsäure 
DNase     Desoxyribonukleinase 
dNTP     Desoxynukleotidtriphosphate 
EGF     Epidermal growth factor 
EGFR     Epidermal growth factor-receptor 
ELISA     Enzyme Linked Immuno-absorbant Assay 
FAM     6-Carboxy-Fluorescein 
FeLV     Felines Leukämievirus 
FITC     Floureszeinisothiocyanat 
FKS     Fötales Kälberserum 
GM-CSF    granulocyte-macrophage colony stimulating factor 
gp130     Glycoprotein 130 
GUS     β-Glucuronidase 
GZ     Germinales Zentrum im Lymphknoten 
ICAD     Inhibor of Caspase-activated DNase 
V 
IFN-γ     Interferon-γ 
Ig     Immunglobuline 
IL-6     Interleukin-6 
IL-6R     Interleukin-6-Rezeptor 
IMDM     Iscove´s Modified Dulbecco´s Medium 
IP3     Inositol-1,4,5-Triphosphat 
JAK     Janus-Kinasen 
JOE  2,7-Dimethhoxy-4,5-dichloro-6- 
carboxyfluorescein 
MARCKS myristoylated alanine-rich protein kinase C 
Substrate 
ME     Mistelextrakt 
MEM     Minimal essential Medium 
ML     Mistellektin 
MM     Multiples Myelom 
NAC     No Amplification Control 
NHL     Non-Hodgkin-Lymphome 
NK-Zellen    natürliche Killerzellen 
NP-40     Nonidet® P40; Norylphenylpolyethylenglycol 
NTC     No Template Control 
PBMC     Peripheral blood mononuclear cells 
PBS     Phosphate Buffered Saline 
PCR     Polymerase Chain Reaction 
PE     Phycoerythrin 
PKC     Protein Kinase C 
VI 
 
PLC-γ     Phospholipase C-γ 
PMA     Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
PS     Phosphatidylserin 
PTK     Proteintyrosinkinase 
PY-STAT3    tyrosinphosphoryliertes STAT3 
RIPA-Puffer    Lysispuffer 
RNS     Ribonukleinsäure 
RPMI     Roswell Part Memorial Institute 
RT     Reverse Transkription 
SDF     Stromal derived factor 
SDS     Sodium dodecyl sulfate 
sgp130    lösliches gp130 
sIL-6R     löslicher IL-6-Rezeptor 
STAT-Proteine signal transducer and activators of transcription 
proteins 
TEMED    N,N,N´,N´-Tetramethylethylenediamin 
TNF     Tumornekrose-Faktor 
TNF-α     Tumornekrose-Faktor-α 
UBC     Ubiqutin 
vs.     versus 






Bereits in den Jahren 1917-1920 wurden speziell zubereitete Mistelextrakte von dem 
Anthroposophen Rudolf Steiner und der Ärztin Ita Wegmann erfolgreich bei 
Krebspatienten eingesetzt (STEINER 1980). Inzwischen werden in Deutschland seit 
mehr als 70 Jahren Patienten mit den verschiedensten Krebserkrankungen mit 
Mistelextrakten behandelt. Der klinische Einsatz der Mistel bei onkologischen 
Erkrankungen in Deutschland liegt bei 46-70% (WEIS u. Mitarb. 1998). Angewendet 
werden Mistelextrakte aufgrund ihrer immunmodulatorischen und zytotoxischen 
Eigenschaften. Dabei ist der zusätzliche Gebrauch der Mistel bei einer adjuvanten oder 
palliativen Chemotherapie am häufigsten. Er geht mit einer Reduktion von 
Chemotherapie-assoziierten unerwünschten Arzneimittelwirkungen und der toxischen 
Wirkungen der Chemotherapeutika, sowie der Verbesserung der Lebensqualität und des 
Wohlbefindens einher (PIAO u. Mitarb. 2004). Aber auch eine Anwendung als 
Mistelmonotherapie führt bei bestimmten Erkrankungen zu guten Ergebnissen. In der 
Lukasklinik Arlesheim, Schweiz werden Patienten mit niedrig malignen B-NHL mit 
einer subcutanen Mistelmonotherapie mit Iscador® P behandelt. Dabei wurden in 42% 
der Fälle partielle oder komplette Remissionen erreicht (KUEHN 2005).  
Mistelpräparate werden ebenfalls bei Patientinnen mit Brustkrebs eingesetzt. Zum 
einen, wie oben beschrieben zusätzlich zu einer Chemo- oder Bestrahlungstherapie um 
deren unerwünschten Nebenwirkungen zu mildern. Zum anderen auch in Monotherapie, 
um nach Resektion des Tumors einer postoperativen Depression des Immunsystems 
durch Aktivierung der NK-Zellen entgegen zu wirken und um eine zytotoxische 
Wirkung auf eventuell noch verbliebene Tumorzellen zu erhalten (SCHINK u. Mitarb. 
2005).  
Für diese Arbeit wurden in-vitro-Studien an kaninen Mammatumorzellen und humanen 
follikulären B-NHL-Zellen durchgeführt. Bei den kaninen Mammatumorzellen sollte 
erstmals der Einfluss des Mistelpräparates Iscador® M auf die Migration der Zellen mit 
Hilfe von computerunterstütztem „cell tracking“ untersucht werden. Da ein 
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Zusammenhang zwischen der migratorischen Aktivität von Tumorzellen und ihrer 
Fähigkeit Metastasen zu bilden besteht (GRIMSTAD 1988, WACH u. Mitarb. 1996), 
sind Erkenntnisse über die Mechanismen der Zellmigration und ihre mögliche 
Beeinflussung sehr wichtig. Aufgrund der Tatsache, dass der Krebspatient, in der 
Veterinärmedizin genauso wie in der Humanmedizin, nicht an seinem Primärtumor, 
sondern an den sich daraus entwickelnden Metastasen stirbt, stellt ein Hauptziel der 
Tumorbehandlung die Hemmung der Tumorzellmigration dar. Dadurch könnte eine 
Progression der Erkrankung durch Metastasenbildung verhindert oder zumindest 
verzögert werden (ZÄNKER 1997).  
Darüber hinaus sollte in dieser Arbeit durch Untersuchungen von follikulären B-NHL-
Zellen in Bezug auf IL-6 und seine Rezeptorkomponenten IL-6R und gp130 
herausgefunden werden, ob die Inkubation mit IL-6 eine Freisetzung des Zytokins oder 
Veränderungen in der Gen- und Oberflächenexpression von IL-6, IL-6R und gp130 zur 
Folge hat. Mit Hilfe dieser Experimente sollte der Frage nachgegangen werden, ob 
Iscador® P bei den getesteten B-NHL-Zelllinien einen autokrinen Interleukin-6-Loop 
auslösen kann. IL-6 dient als prognostischer Faktor bei lymphoproliferativen 
Erkrankungen der B-Zellen und kann sich negativ auf den Krankheitsverlauf bei B-
Lymphompatienten auswirken. Dafür wurden die Zellen über definierte Zeiträume mit 
verschiedenen Iscador® P-Konzentrationen inkubiert. Es wurden Proben entnommen 
und durchflusszytometrische Messungen auf membrangebundenen IL-6R und gp130, 
Messungen der mRNA-Expression von IL-6, IL-6R und gp130 mittels Real-Time-RT-
PCR und ELISA-Messungen zur Bestimmung von IL-6, löslichem IL-6R (sIL-6R) und 
löslichem gp130 (sgp130) durchgeführt. Danach sollte die Wirkung von IL-6 auf die 
Zellen näher betrachtet werden, um der Frage nach zu gehen, ob Iscador® P einen 
Einfluss auf die von IL-6 initiierten Wirkungen hat. Dafür wurden Wachstumskurven 
angefertigt, für die Zellen mit IL-6 alleine und mit IL-6 zuzüglich Iscador® P in 
verschiedenen Konzentrationen inkubiert wurden. Dabei konnte beobachtet werden, 
dass Iscador® P in der Lage ist, dem proliferativen Effekt von IL-6 entgegenzuwirken. 
Durchflusszytometrische Messungen zur Quantifizierung apoptotischer Zellen sollten 
zeigen, ob diese Hemmung des IL-6-Effektes auf der Auslösung von Apoptose beruht. 
Abschließend wurden Genexpressionsmessungen der apoptoserelevanten Gene bcl-2, 
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bax, bcl-xl und bad mittels Real-Time-RT-PCR durchgeführt, um den Mechanismus der 
Apoptoseinduktion näher aufzuklären. 
Wie in der Humanmedizin ist eine Anwendung der Misteltherapie bei 
Tumorerkrankungen auch in der Veterinärmedizin möglich, wenngleich sie nicht sehr 
verbreitet ist. Trotzdem gibt es Tierkliniken, die Mistelpräparate schon seit Jahren mit 
gutem Erfolg bei Krebserkrankungen in der Kleintierpraxis einsetzen (SPADUIT 2001). 
In dieser Arbeit sollen die Möglichkeiten der Misteltherapie in der Tiermedizin unter 
Einbeziehung der hier gewonnenen in-vitro-Ergebnisse und Studien aus der 
Humanmedizin diskutiert werden. Ein Schwerpunkt liegt dabei in dem Einsatz der 






2.1.1 Lymphome beim Menschen 
 
Bei malignen Lymphomen handelt es sich um eine Entartung von Zellen der 
lymphoretikulären (z.B. Lymphknoten, Milz, frei im Gewebe vorkommende 
Lymphfollikel) oder lymphoepithelialen Organe (Mundhöhle, Nasenhöhle, 
Verdauungstrakt), die nodal, im Lymphknoten lokalisiert, und extranodal, außerhalb der 
Lymphknoten, vorkommen können. Diese Entartung kann zu ungehemmter 
Proliferation oder zu einem verminderten Abbau der betroffenen Zellen führen. Beides 
verursacht eine Streuung unreifer pathologischer Zellen und eine Verdrängung normaler 
Blutzellen.  
Eingeteilt werden Lymphome nach REAL (Revised European American Lymphoma 
Classification) und der WHO in: 
• Non-Hodgkin-Lymphome (NHL), einschließlich B-, T- und NK-Zell-Leukosen 
• Multiples Myelom (Plasmozytom) 
• Hodgkin’s Lymphom 
Die Non-Hodgkin-Lymphome stellen eine heterogene Gruppe von malignen 
Erkrankungen der Lymphozyten dar, wobei es sich in 95% der Fälle um B-Zell-
Lymphome handelt. Da sich diese Arbeit ausschließlich mit Zellen beschäftigt, die von 
B-Non-Hodgkin-Lymphomen stammen, soll nachfolgend hauptsächlich auf diese 
Erkrankungen eingegangen werden. 
Die Inzidenz beträgt 20/100000 (FISHER u. FISHER 2004), wobei Männer häufiger 
betroffen sind als Frauen (Verhältnis 1,5:1) (BRAUN u. RENZ-POLSTER 2004). Die 
Ätiologie der Erkrankung ist überwiegend unklar. Epidemiologische Studien weisen 
jedoch darauf hin, dass bestimmte Viruserkrankungen mit der Entstehung bestimmter 
Lymphomtypen korrelieren. So steht z.B. das Epstein-Barr-Virus im Zusammenhang 
5 
mit dem endemischen und dem HIV-assoziierten Burkitt-Lymphom (KÜPPERS 2003, 
MASUCCI u. KLEIN 1991). Untersuchungen der Genexpression entarteter 
Lymphomzellen verglichen mit normalen Zellen aus den verschiedenen B-Zell-
Entwicklungsstadien haben gezeigt, dass die entarteten Zellen einer Entwicklungsstufe 
zuzuordnen sind, sie sind sozusagen in einem Stadium der Entwicklung „eingefroren“ 
(KÜPPERS 2005, KÜPPERS u. Mitarb. 1999). So entspricht das Genexpressionsprofil 
eines follikulären B-NHL, dem Burkitt´s Lymphom und einiger diffuser großzelliger B-
Zell-Lymphomen, dem von B-Zellen aus dem germinalen Zentrum (ALIZADEH u. 
Mitarb. 2000). Damit stammen die meisten B-Zell-Lymphome von Zellen aus den 
germinalen Zentren oder von Zellen, die aus diesen Zentren hervorgehen (s. auch 
Tabelle 2.1).  
Tabelle 2.1: einige B-Zell-Lymphome und ihre Eigenschaften; GZ: Germinales Zentrum 
(KÜPPERS 2005) 




Follikuläres B-Lymphom Nodales Lymphom mit follikulären 
Wachstumseigenschaften. Die Zellen 
ähneln morphologisch und im Phänotyp 
GZ-B-Zellen. Meist mit der bcl-2-IgH-
Translokation assoziiert 
20 GZ-B-Zellen 
Burkitt´s Lymphom Zellen wachsen schnell. Meist extranodal. 
Charakterisiert durch eine MYC-Ig-
Translokation. Patienten mit der 
endemischen Form sind fast immer EBV 





Heterogene Gruppe von Lymphomen die 
durch große B-Zellen charakterisiert ist. 
Es sind einige Subtypen bekannt.  
30-40 GZ- oder post-GZ-
B-Zellen 
 
Darüber hinaus gibt es Chromosomenaberrationen, die charakteristisch für bestimmte 
B-NHL sind (KÜPPERS u. DALLA-FAVERA 2001, WILLIS u. DYER 2000): zum 
Beispiel ist die bcl-2-IgH Translokation assoziiert mit dem follikulären B-NHL. Durch 
diese Translokation gerät das bcl-2 Gen unter die Kontrolle des aktiven Ig-Lokus, was 
eine deregulierte konstitutive Expression von bcl-2 zur Folge hat. Da bcl-2 ein anti-
apoptotisch wirkendes Protein ist, führt seine Überexpression zu einem längeren 
Überleben der Zelle. 
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Klinisch treten bei den Patienten Lymphknotenschwellungen auf. Extranodal kann die 
Haut (mit papulösen Infiltraten), der Magen-Darm-Trakt und das ZNS betroffen sein. 
Die Patienten können eine typische B-Symptomatik (Gewichtsverlust, Nachtschweiß 
und Fieber >38°C) zeigen. In 30-50% der Fälle kommt es zur Infiltration des 
Knochenmarkes, die sich im Blutbild durch Anämie und 
Thrombozytopenie/Leukopenie zeigt. Eine Splenomegalie tritt in 20% der Fälle auf. 
Selten kommt es zu einem Befall der Tränen- und Speicheldrüsen, der Augen oder der 
Knochen.  
Die Malignität der Non-Hodgkin Lymphome korreliert mit der Proliferationsrate des 
entarteten Zellklons. Lymphome mit einer sehr hohen Zellteilungsrate sind 
therapeutisch leichter zu beeinflussen und gehen oft mit einer besseren Prognose einher. 
Die niedrig malignen Lymphome sind dagegen konventionell unheilbar, zeichnen sich 
aber durch eine sehr lange Überlebenszeit und ein oft wiederholtes therapeutisches 
Ansprechen aus (BRAUN u. RENZ-POLSTER 2004). So hat zum Beispiel die häufig 
vorkommende generalisierte Form des niedrigmalignen B-NHL mit konventionellen 
Methoden keine Aussicht auf Heilung, aber eine Überlebenszeit von 2-10 Jahren, die 
selten auftretende lokalisierte Form jedoch eine Heilungschance von ca. 40%. Ein 
hochmalignes B-NHL führt ohne Behandlung in wenigen Wochen bis Monaten zum 
Tod des Patienten, mit Behandlung besteht jedoch eine Überlebensrate von ca. 50%, in 
niedrigen Stadien sogar bis zu 75%. Die Chemotherapie bei Lymphompatienten beginnt 
mit der Remissions- bzw. Induktionstherapie mit dem Ziel einer kompletten Remission, 
so dass mit konventionellen Methoden kein Nachweis von entarteten Zellen mehr 
möglich ist. Das bedeutet, dass nur noch weniger als 108-109 maligne Zellen im Körper 
des Patienten vorhanden sind. Die nachfolgende Konsolidierungstherapie soll zu einer 
Stabilisierung der Remission und zu einer Vernichtung residualer Blasten führen. Eine 
anschließende Erhaltungstherapie erfolgt oft über einen längeren Zeitraum von ca. 2-3 
Jahren um die Remission durch Proliferationshemmung der residualen Blasten zu 
erhalten. Kommt es doch wieder zum vermehrten Auftreten entarteter Zellen wird mit 
einer Residualtherapie bzw. einer erneuten Induktionstherapie begonnen. Um diese 
Therapie zu intensivieren kann auch eine Knochenmark-Transplantation bzw. eine 
autologe periphere Stammzelltransplantation nötig sein. Anschließend an eine 
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Chemotherapie oder auch begleitend dazu kann eine Bestrahlungstherapie durchgeführt 
werden. 
Die Prognose für den Patienten ist abhängig vom histologischen Typ und von der 
Ausdehnung bzw. der Lokalisation der Erkrankung. Das Vorhandensein von B-
Symptomen gilt als negativer prognostischer Faktor. Einen Einfluss hat auch der 
Allgemeinzustand des Patienten.  
 
2.1.2 Lymphome bei Hunden und Katzen 
 
B- und T-Zell Lymphome stellen die häufigsten lymphoproliferativen Neoplasien bei 
Hunden und Katzen dar. Die jährliche Inzidenzrate beim Hund beträgt 84/100000 
(DORN u. Mitarb. 1970), wobei meist Hunde ab dem mittleren Alter betroffen sind. 
Eine Geschlechtsdisposition ist nicht bekannt (BIRCHARD u. SHERDING 1994). Die 
Ätiologie der Lymphome beim Hund ist weitgehend ungeklärt, vermutet werden aber 
Retroviren, Umweltkontamination mit 2-Phenoxy-Essigsäure, chromosomale 
Abnormalitäten und Dysfunktionen des Immunsystems als mögliche Ursache (FAN 
2003). Bei Katzen gilt das feline Leukämie Virus (FeLV) als biologisches Karzinogen 
(FRANCIS u. Mitarb. 1979). Durch die Entwicklung eines effizienten FeLV-
Impfstoffes konnte die Inzidenz bei felinen Lymphomen von 200/100000 drastisch 
gesenkt werden (VAIL u. Mitarb. 1998).  
Je nachdem welche Organe betroffen sind, werden die Lymphome eingeteilt in 
(BIRCHARD u. SHERDING 1994): 
Multizentrisches Lymphom: häufigste Form beim Hund, manifestiert sich in 
vergrößerten Lymphknoten und unspezifischen klinischen Symptomen wie Inappetenz, 
Gewichtsverlust, Polyurie/Polydipsie, Lethargie. Meist sind Leber und Milz betroffen, 
was zu einer diffusen Vergrößerung der Organe führt. 
Alimentäres Lymphom: assoziiert mit Erbrechen, Durchfall und unspezifischen 
Symptomen wie Gewichtsverlust und Lethargie. 
8 
 
Mediastinales Lymphom: sekundär durch Tumore pleurale Effusionen oder ein 
präcavales Syndrom oft mit respiratorischen Symptomen; in 40%-50% der Fälle tritt 
Hyperkalzämie in Verbindung mit Polyurie/Polydipsie, Anorexie und Schwäche auf. 
Kutanes Lymphom: mit einzelnen oder multiplen Hautläsionen unterschiedlichsten 
Ausmaßes. 
Extranodale Formen: Lymphome des Auges, ZNS, Knochens, Herzens, der Nieren, 
Blase und Nasenhöhle. 
Die Klassifizierung des Tumors erfolgt gemäß der TNM Nomenklatur für Tumore in 
domestizierten Tieren der Weltgesundheitsorganisation WHO von 1980 (TNM 
Classification of Tumors in Domestic Animals, Geneva, WHO, 1980). 
Die systemische Chemotherapie ist bei kaninen und felinen Lymphompatienten die 
Therapie der Wahl (persönliche Mitteilung, Prof. Dr. vet. med. Johannes Hirschberger, 
Medizinische Tierklinik der Universität München, 05.09.2005). Ein gängiges 
Behandlungsprotokoll für eine Chemotherapie ist das „Kanine Lymphoma Protocol“ der 
Universität von Madison in Wisconsin (USA) (BIRCHARD u. SHERDING 1994), bei 
der Hunde mit einer Kombination aus Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und 
Prednison (CHOP) behandelt werden. Die nach diesem Protokoll behandelten Hunde 
zeigten zu 80-90% eine komplette Remission sowie eine mediane Überlebenszeit von 
einem Jahr (KELLER u. Mitarb. 1993). Unterstützend zur Chemotherapie kann ein 
chirurgisches Entfernen von Tumoren bei lokalen extranodalen Formen oder eine 
Bestrahlungstherapie durchgeführt werden. Bei Hunden haben das Alter, Körpergewicht 
und die Rasse keinen Einfluss auf die Remissionslänge und die Überlebenszeit. 
Allerdings zeigen weibliche Hunde nach Chemotherapie eine längere Überlebenszeit als 
männliche Hunde (375 Tage im Vergleich zu 214 Tage) (BIRCHARD u. SHERDING 
1994). Im Vergleich zu Hunden sprechen Katzen schlechter auf eine Chemotherapie an. 
So konnte bei Katzen eine komplette Remission nur bei 50-70% der Tiere, kombiniert 




2.2 Mammatumore beim Hund 
 
Bei 13,4% der Tumorerkrankungen beim Hund handelt es sich um Mammatumore. 
Dabei sind sie mit 41,7% die Art von Tumoren, die bei nicht kastrierten Hündinnen am 
häufigsten vorkommen (DORN u. Mitarb. 1968). Das norwegische Krebsregister für 
Hunde (The Norwegian Kanine Cancer Register) berichtet von einer Inzidenz von 
bösartigen Mammatumoren bei Hündinnen aller Rassen von 53,3% (MOE 2001). Sie 
treten meist bei Hündinnen auf, die älter als 6 Jahre sind. Eine Rassedisposition besteht 
z.B. für Dackel, Pudel, Cocker Spaniel, Deutsche Schäferhunde und Yorkshire Terrier 
(YAMAGAMI u. Mitarb. 1996).  
Eingeteilt werden diese Tumore nach der internationalen histologischen Klassifizierung 
kaniner und feliner Mammatumore der Weltgesundheitsorganisation WHO (World 
Health Organization International Histological Classification of Mammary Tumors of 
the dog and the cat). Histologisch gesehen sind die malignen Tumore meist epithelialen 
Urprungs und die benignen Tumore eher gemischten Ursprungs (epithelial und 
myoepithelial). Das tubuläre Karzinom ist der am häufigsten diagnostizierte bösartige 
Tumor der Gesäugeleiste. Mit abnehmender Differenzierung treten noch andere solide 
Karzinome und anaplastische Karzinome auf, wobei das Abnehmen der Differenzierung 
mit einer Verschlechterung der Prognose einhergeht (MISDORP u. Mitarb. 2001). 
Sarkome sind eher selten. Alle bösartigen Veränderungen der Gesäugeleiste haben das 
Potential Metastasen zu bilden. Dabei hängt das Risiko und der Weg der Metastasierung 
vom Tumortyp, seiner histologischen Differenzierung und verschiedenen klinischen 
prognostischen Faktoren ab. Im Allgemeinen metastasieren epitheliale Tumore über das 
Lymphsystem in die regionalen Lymphknoten und die Lunge; im Gegensatz dazu 
nehmen mesenchymale Tumore typischerweise den hämatogenen Weg direkt in die 
Lunge. 
Ungefähr 50% der Mammatumore der Hündin exprimieren den Estrogenrezeptor 
(DONNAY u. Mitarb. 1993, MACEWEN u. Mitarb. 1982). Das spielt insofern eine 
Rolle, als dass Estrogene in die Regulation einiger nukleärer Protoonkogene, wie z.B. c-
myc eingreifen können (DUBIK u. Mitarb. 1987) und damit das Risiko einer 
Tumorerkrankung erhöhen (HENDERSON u. Mitarb. 1988). Dabei steigt das Risiko 
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einen Tumor der Gesäugeleiste zu entwickeln mit der Dauer der Exposition mit 
ovariellen Hormonen in der Jugend von 0,5% über 8% bis zu 26% an, je nachdem ob 
die Ovariohysterektomie vor der ersten, vor der zweiten oder nach der zweiten 
Läufigkeit durchgeführt wurde (SCHNEIDER u. Mitarb. 1969). Durch das frühzeitige 
Kastrieren junger Hündinnen wurde das Auftreten von kaninen Mammatumoren in den 
Vereinigten Staaten signifikant gesenkt. Ein weiterer Faktor, der das Auftreten von 
Mammatumoren bei der Hündin begünstigt, ist Fettleibigkeit und eine fettreiche 
Ernährung. Diese führt über eine Hyperinsulinämie zu einem erhöhten Spiegel freier 
Estrogene im Blut und damit zu einem erhöhtem Brustkrebsrisiko. Retrospektive 
Studien haben diesen Zusammenhang ebenfalls in der Humanmedizin bestätigt (LA 
GUARDIA u. GIAMMANCO 2001).  
Die Tiere werden im Regelfall dann dem Tierarzt vorgestellt, wenn der Besitzer 
Zubildungen an der Gesäugeleiste ertastet hat. Klinisch sind die Patienten fast immer 
unauffällig. Klinische Symptome wie Müdigkeit, Lethargie, Appetitlosigkeit und 
Gewichtsverlust sind oft ein Zeichen von vorhandenen Metastasen. In der Praxis sollte 
eine ausführliche klinische Untersuchung durchgeführt werden. Diese sollte Blutbild, 
Röntgenaufnahme der Lunge und die genaue Untersuchung der regionalen 
Lymphknoten enthalten. Bei operativem Entfernen der Tumore ist eine 
histopathologische Diagnose durchzuführen. Zusammenfassend lassen diese Befunde 
eine Prognose für den Patienten zu. Faktoren die einen Einfluss auf die Prognose haben 
sind: Alter des Patienten, Größe der Tumore, vorhandene Metastasen, Histopathologie 
des Tumors und der Tumorgrad. Die Therapie der Wahl bei kaninen Mammatumoren ist 
ihr chirurgisches Entfernen (BIRCHARD u. SHERDING 1994), das bei Grad I 
Tumorpatienten zur vollständigen Heilung führen kann. Weitere Therapiemöglichkeiten 
wären eine Bestrahlungstherapie, eine Chemotherapie oder eventuell eine hormonelle 
Behandlung, falls es sich um einen estrogenrezeptorpositiven Tumor handelt 
(SORENMO 2003). Da der apparative Aufwand für die Durchführung einer 
Bestrahlungstherapie sehr hoch ist, gibt es nur sehr wenige Kliniken, die eine solche 
anbieten können. Zugleich ist der zeitliche Aufwand hoch, da über einen längeren 
Zeitraum regelmäßig Bestrahlungen durchgeführt werden müssen. Da die Strahlendosis 
punktgenau ausgerichtet werden muss, ist ein Narkotisieren des Tieres bei jeder 
Bestrahlung nötig. Für eine zusätzliche Chemotherapie des kaninen Mammakarzinoms 
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gibt es zur Zeit noch kein nachweislich erfolgreiches zytostatisches 
Behandlungsprotokoll (persönliche Mitteilung Prof. Dr. vet. med. Johannes 
Hirschberger, Medizinische Tierklinik der Universität hMünchen, 05.09.2005). Eine 
Studie mit einer Kombination von 5-Flourouracil und Cyclophosphamid zeigte eine 
Verlängerung der Überlebenszeit von 6 Monaten ohne Chemotherapie auf 24 Monate 
mit Chemotherapie (KARAYANNOPOULO u. Mitarb. 2001). Eine Behandlung mit 
Doxorubicin kann sich bei Patienten mit Hoch-Risiko-Tumoren oder Lungenmetatasen 
positiv auswirken. So zeigten von 18 Hunden mit spontanen Lungentumoren und 
Lungenmetastasen 22,2% eine Verbesserung durch eine Inhalationstherapie mit 
Doxorubicin (HERSHEY u. Mitarb. 1999). Die zu erwartenden Nebenwirkungen bei 
einer Chemotherapie können sehr schwerwiegend sein: Durchfall, Erbrechen, Alopezie, 
Leukopenie und Thrombozytopenie bis hin zu cardiotoxischen Effekten bei 
Doxorubicin und neurotoxischen Ataxien bei 5-Florouracil. Die Anwendung von 
Estrogenrezeptorantagonisten, wie sie bei estrogenrezeptorpositiven Tumoren in der 
Humanmedizin Standard ist, steckt noch in den Anfängen. Neuere Studien haben 
gezeigt, dass eine Ovariohysterektomie sich auch nach Auftreten der Tumore positiv auf 
die Überlebenszeit der Hündinnen auswirken kann (SORENMO u. Mitarb. 2000). Da es 
in der tierärztlichen Praxis nicht immer möglich ist den Tumor auf Estrogenrezeptoren 
zu untersuchen, ist eine Kastration der Hündin mit Entfernen des Tumors daher 
durchaus in Betracht zu ziehen.  
2.3 Die Mistel in der Tumortherapie 
 
Bei den kommerziellen Mistelpräparaten handelt es sich um Präparate aus der 
europäischen Mistel (Viscum album L), die parasitisch auf verschiedenen Wirtsbäumen 
wächst. Die Präparate auf dem deutschen Markt unterscheiden sich hinsichtlich 
Gewinnung (wässriger Extrakt oder Presssaft), Gesamtextrakt versus normiert auf 
Lektingehalt, Wirtsbaum und pharmazeutisches Herstellungsverfahren (Kombination 
aus Sommer- und Wintersaft; Mischverfahren, Gärung bzw. Nicht-Gärung des 
Extraktes und ggf. den verschiedenen Zusätzen wie Cu, Hg, Au oder Ag).  
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Aufgrund der verschiedenen Extraktionsverfahren variieren die Präparate verschiedener 
Hersteller in ihren Komponentenkonzentrationen deutlich voneinander und sind daher 
nicht direkt vergleichbar. Zudem ist auch das Mischungsverhältnis der Sommer- und 
Winterextrakte unterschiedlich. Folglich führen unterschiedliche Extraktionsverfahren 
zu unterschiedlichen Mengen und Mengenverhältnissen der Inhaltsstoffe im fertigen 
Arzneimittel.  
Für diese Arbeit wurden Iscador®-Präparate verwendet. Sie wurden freundlicherweise 
von der Firma Weleda, Arlesheim, Schweiz zur Verfügung gestellt. Bei diesen 
Präparaten handelt es sich um wässrige Gesamtextrakte, die sich aus Sommer- und 
Wintermistel zusammensetzen, die zuvor eine Milchsäuregärung durchlaufen haben. Es 
stehen fünf Präparationen von unterschiedlichen Wirtsbäumen zur Verfügung (Iscador® 
M vom Apfelbaum, Iscador® P von der Kiefer, Iscador® Qu von der Eiche, Iscador® A 
von der Tanne und Iscador® U von der Ulme). Zusätzlich werden Präparationen mit 
Metallzusätzen und von Iscador® M und Qu lektinnormierte Spezialpräparate 
angeboten. Das Präparat ist zur subcutanen Injektion bestimmt.  
Die bekanntesten Inhaltsstoffe der Mistelextrakte sind die Mistellektine (ML). Lektine 
stellen eine Gruppe von Proteinen dar, die in der Lage sind Zuckerreste zu erkennen und 
an ihnen zu binden (LUTHER u. BECKER 1987). Man unterscheidet heute vier 
Hauptgruppen von Mistellektinen, die mit den römischen Ziffern I, II und III sowie 
Visalb CBL (Chitin-bindendes ML) bezeichnet werden. ML I, II und III gehören zu 
dem Typ 2 Ribosomen inhibierenden Proteinen (RIP). Sie bestehen aus zwei Ketten, 
wobei die B-Kette Zucker bindet und damit den Kontakt mit der Zellmembran herstellt. 
Die A-Kette hemmt die Proteinbiosynthese der Zelle indem sie als RNS-glycosidase an 
der 28S ribosomalen RNS wirkt (ENDO u. Mitarb. 1988). Neben der zytotoxischen 
Aktivität zeigen Mistellektine eine Reihe weiterer biologischer Wirkungen. So kommt 
es nach subcutaner Injektion von Iscador® Qu bzw. daraus depletiertem Mistellektin bei 
gesunden Probanden zur Eosinophilie und einem Anstieg von Leuko- und Granulozyten 
(HUBER u. Mitarb. 2002). Ein weiterer Bestandteil von Mistelextrakten, dem eine anti-
tumorale Wirkung zugesprochen wird, sind die Viskotoxine. Dabei handelt es sich um 
amphiphile stark basische Polypeptide mit einem Molekulargewicht um 5 kD. 
Insgesamt werden 7 Isoformen in der Mistel beschrieben: A1, A2, A3, B, B2, 1-PS und 
U-PS, wobei letzteres ein Umbauprodukt von 1-PS zu sein scheint. Neben der 
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namensgebenden Zytotoxizität, die verschieden stark bei den Isoformen ausgeprägt ist 
(SCHALLER u. Mitarb. 1996), konnten für die Viskotoxine auch eine Erhöhung der E. 
coli-induzierten Phagozytose und des oxdativen Burst von humanen Granulozyten 
nachgewiesen werden (STEIN u. Mitarb. 1999). Die zytotoxische Wirkung von 
Viskotoxin A3 auf Modellmembranen wurde eingehend untersucht (COULON u. 
Mitarb. 2002). Danach kommt es zu Leckstellen, in höheren Konzentrationen zu einem 
Aufbrechen der Doppelmembran. Die im Mistelextrakt vorkommenden Flavonoide und 
Triterpene sind in der Lage, die Wirkung der ML und Viskotoxine zu modulieren oder 
diese zu stabilisieren. 
Neben den aufgezeigten zytotoxischen Effekten ist die immunmodulatorische Wirkung 
von Mistelextrakten gut belegt (STEIN u. Mitarb. 1998, STEIN u. BERG 1998). Sie 
äußert sich in einer Aktivierung der NK-Zellen, der Monozyten/Makrophagen, der 
Granulozyten und der T-Zellen. In einer neueren Studie an 40 gesunden Probanden 
konnte gezeigt werden, dass nach subcutaner Injektion von Iscador® Qu bzw. daraus 
depletierten Mistellektin die Produktion von GM-CSF in den PBMC signifikant ansteigt 
(HUBER u. Mitarb. 2002). GM-CSF bewirkt die Reifung und Rekrutierung von 
Vorläuferzellen von Granulozyten und Monozyten aus dem Knochenmark (CLARK u. 
KAMEN 1987). Die verstärkte Freisetzung von GM-CSF könnte daher sowohl die 
Aktivierung von Zellen des unspezifischen Immunsystems erklären als auch den unter 
einer Misteltherapie zu beobachtenden Anstieg der Leukozyten und Eosinophilen.  
Eine Übersicht über weitere in Mistelextrakten vorkommende Stoffe und ihre 
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Bereits in den Jahren 1917-1920 wurden speziell zubereitete Mistelextrakte von dem 
Anthroposophen Rudolf Steiner und der Ärztin Ita Wegmann erfolgreich bei 
Krebspatienten eingesetzt (STEINER 1980). Inzwischen werden in Deutschland seit 
mehr als 70 Jahren Patienten mit den verschiedensten Krebserkrankungen mit 
Mistelextrakten behandelt. Der klinische Einsatz der Mistel bei onkologischen 
Erkrankungen in Deutschland liegt bei 46-70% (WEIS u. Mitarb. 1998). Die klinisch 
onkologischen Ziele einer Misteltherapie können sehr verschieden sein. Sie wird bereits 
bei Präkanzerosen wie z.B. der Zervixdysplasie oder Dysplasien bei Colitis ulcerosa zur 
Progressionsverhinderung eingesetzt. Am besten belegt ist der zusätzliche Gebrauch der 
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Mistel bei einer adjuvanten oder palliativen Chemotherapie mit einer Reduktion von 
Chemotherapie-assoziierten unerwünschten Arzneimittelwirkungen und der toxischen 
Wirkungen der Chemotherapeutika, sowie die Verbesserung der Lebensqualität und des 
Wohlbefindens (PIAO u. Mitarb. 2004). Durch die signifikante Reduktion von 
Chemotherapie-assoziierten Leukopenien und Anämien können die adjuvanten und 
palliativen Chemotherapien auch im höheren Lebensalter protokollgerechter und 
effektiver durchgeführt werden. Beim Einsatz der Mistel nach erfolgter R0 Resektion ist 
das Ziel die Rezidivprophylaxe, wobei das tumorhemmende Potential der Mistel 
(zytotoxischer/zytopathischer Effekt durch Viskotoxine und Mistellektine) sowie der 
Apoptose induzierende und Proteinsynthese hemmende Effekt an Tumorzellen genutzt 
wird. Bei einer alleinigen Therapie mit Mistelextrakten ist das Ziel eine partielle oder 
komplette Remission mit Verlängerung der Überlebenszeit und 
Lebensqualitätsverbesserung. In der Lukasklinik Arlesheim, Schweiz werden Patienten 
mit niedrig malignen B-NHL mit einer subcutanen Mistel-Monotherapie mit Iscador® P 
behandelt. Dabei wurden in 42% der Fälle partielle oder komplette Remissionen 
erreicht (KUEHN 2005). Zusätzlich zeigt eine klinische Phase II Studie gute Ergebnisse 
bei der subcutanen Applikation der Mistel bei Patienten mit einem hepatozellulärem 
Karzinom (HCC), in der 13,1% der Patienten eine komplette Remission und 8,1% eine 
partielle Remission zeigten (MABED u. Mitarb. 2004). Ein großer Vorteil für den 
Patienten sind die, im Vergleich zur Chemotherapie, äußerst geringen unerwünschten 
Arzneimittelwirkungen der Mistelpräparate (Hautreaktionen um die Injektionsstelle, 
kurzzeitige Fieberschübe unmittelbar nach der Injektion des Mistelextraktes). Eine 
aggressivere Form der Tumor-destruktiven Therapie mit Mistel ist die intraläsionale 
Applikation, d.h. die Injektion direkt in den Tumor. Gute Ansprechbarkeit haben sich 
hier bei der intraläsionalen Mistelapplikation beim HCC gezeigt. Komplette 
Remissionen und deutliche Verbesserungen der Lebensqualität bei nicht reserzierbaren 
HCCs wurden beobachtet (MATTHES u. Mitarb. 2004). 
Die Misteltherapie bei B-Lymphompatienten wird zur Zeit kontrovers diskutiert, 
ausgelöst durch eine Studie an 8 Krebspatienten die nach einer einzelnen intravenösen 
Infusion eines Mistelextraktes mit einem Mistellektingehalt von 1ng/kg eine temporäre 
Erhöhung von TNF-α und IL-6 im Serum aufwiesen (HAJTO u. Mitarb. 1990). IL-6 
dient als prognostischer Faktor bei lymphoproliferativen Erkrankungen der B-Zellen 
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und kann sich negativ auf den Krankheitsverlauf bei B-Lymphompatienten auswirken 
(s. Kapitel 0 IL-6 und seine Rolle bei lymphoproliferativen Erkrankungen). Dem 
entgegen weisen Untersuchungen, die bei der Behandlung von Patienten mit 
verschiedenen B-NHL mit dem lektinarmen Mistelpräparat Iscador® P, subcutan 
appliziert, keinen Einfluss des Mistelextraktes auf den IL-6-Serumspiegel auf 
(KOVACS u. KUEHN 2002). 
 
2.4 Interleukin-6 und seine Rezeptorkomponenten 
 
Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) gehört zur IL-6-Familie, die insgesamt 7 Mitglieder 
umfasst und zu der ebenfalls IL-11, leukemia inhibitory factor (LIF), Oncostatin M 
(OSM), ciliary neurotrophic factor (CNTF) und Cardiotrophin-1 (CT-1) zählen 
(KISHIMOTO u. Mitarb. 1995). Ältere Bezeichnungen für IL-6 lauten: Hepatozyten-
Stimulationsfaktor, B-Zell-Differenzierungsfaktor (BCDF), B-Zell-Stimulationsfaktor 
(BSF-2) oder Zytotoxischer-T-Zell-Differenzierungsfaktor. Charakteristisch für 
Mitglieder der IL-6-Familie ist, dass zwei Rezeptorkomponenten für die 
Signalweiterleitung in die Zelle benötigt werden: Zum einen der spezifische 
Zytokinrezeptor, im Falle von IL-6 der IL-6-Rezeptor (IL-6R; wird auch als α-Rezeptor 
bezeichnet), sowie die signaltransduzierende Untereinheit gp130, die auch als β-
Rezeptor bezeichnet wird (ROSE-JOHN 2001). Im Gegensatz zum IL-6R, der nur von 
definierten Zellen wie Hepatozyten, Monozyten/Makrophagen sowie B- und T-
Lymphozyten gebildet wird, wird gp130 ubiquitär von Körperzellen exprimiert (ROSE-
JOHN 2003).  
Die biologische Aktivität von IL-6 ist mannigfaltig, dies ist auch aus der großen Zahl 
der unterschiedlichen Akronyme für dieses Zytokin ersichtlich. IL-6 bewirkt die 
Differenzierung von aktivierten B-Lymphozyten zu antikörperproduzierenden 
Plasmazellen, zudem stellt es den wichtigsten Wachstumsfaktor für aktivierte B-
Lymphozyten dar (JANEWAY u. Mitarb. 2001). In Gegenwart von IL-2 fördert IL-6 
bei T-Lymphozyten deren Proliferation und Differenzierung zu zytotoxischen T-Zellen 
(QUENTMEIER u. Mitarb. 1992, SAIJO u. Mitarb. 1999). Darüber hinaus konnte 
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gezeigt werden, dass IL-6 ebenfalls die Proliferation von Thymozyten induziert und 
möglicherweise an der Entwicklung von T-Lymphozyten im Thymus beteiligt ist 
(FORD u. Mitarb. 1991).  
Neben der Rolle in der Regulation von antigen-spezifischen Immunreaktionen ist IL-6 
ebenfalls an der Regulation von Entzündungsreaktionen und der Bildung von Akute-
Phase-Proteinen in der Leber beteiligt (TAGA u. KISHIMOTO 1997). IL-6 wird auch 
als endogenes Pyrogen bezeichnet, da es einen direkten Einfluss auf die 
Körpertemperatur hat. Neben diesen proinflammatorischen Wirkungen von IL-6 ist das 
Zytokin auch in der Lage, bei einem septischen Schock durch die Expression von IL-1-
Rezeptor-Antagonisten und löslichem TNF-α-Rezeptor eine protektive Rolle im 
Entzündungsgeschehen zu übernehmen (TILG u. Mitarb. 1994). IL-6 wird von 
vaskulären Endothelzellen, mononukleären Phagozyten, Fibroblasten, aktivierten T-
Lymphozyten produziert, im wesentlichen ausgelöst von Infektion, Trauma oder Stress. 
Auch verschiedene neoplastische Zellen können IL-6 produzieren (Kardial-Myxome, 
Blasenkrebs, Gebärmutterkrebs); es wird als Antwort auf IL-1 oder TNF-α sekretiert. 
Die Aktivierung der IL-6 Signalstransduktionskaskade geschieht durch die Bindung von 
IL-6 an IL-6R. Dieser Komplex induziert nachfolgend die Dimerisierung von gp130 
(KISHIMOTO u. Mitarb. 1995, ROSE-JOHN 2001). Erst die Verbindung des IL-6/IL-
6R-Komplexes mit dem gp130-Homodimer ermöglicht eine Signaltransduktion (s. 
Abbildung 2.1(A)); IL-6R allein kann diese nicht auslösen. 
Neben den membrangebundenen Formen von IL-6R und gp130 existieren beide 
Rezeptoruntereinheiten auch in einer löslichen Form (sIL-6R, sgp130) die durch 
alternatives Splicing der mRNS entsteht. Im Fall IL-6R kann der membrangebundene 
Rezeptor auch durch enzymatischen Abbau in die lösliche Form übergehen, ein Prozess 
der als Shedding bezeichnet wird (MULLBERG u. Mitarb. 2000). Die löslichen 
Komponenten des IL-6-Rezeptorkomplexes, sIL-6R und sgp130, spielen bei der 
Regulation von IL-6 vermittelten Reaktionen eine wichtige Rolle. So kann IL-6 mit sIL-
6R interagieren und den IL-6-sIL-6R-Komplex bilden, der nachfolgend an 
membranständiges gp130 binden kann und so eine IL-6 spezifische Signaltransduktion, 
auch bei IL-6R negativen Zellen, auslösen kann – ein Prozess, der als Transsignalling 
bezeichnet wird (ROSE-JOHN 2003) (Abbildung 2.1 (B)). Löslicher IL-6R ist auch in 
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der Lage, Zellen sehr stark für IL-6 zu sensibilisieren. So sind embryonale Stammzellen 
(ROSE-JOHN 2002), frühe hämatopoetische Progenitorzellen (PETERS u. Mitarb. 
1998), neurale Zellen (MARZ u. Mitarb. 1999), glatte Muskelzellen (KLOUCHE u. 
Mitarb. 1999) und endotheliale Zellen nur im Beisein von sIL-6R empfänglich für ein 
von IL-6 ausgelöstes Signal. Lösliches gp130 hingegen bildet in Assoziation mit einem 
IL-6/sIL-6R-Komplex ein Homodimer und bindet an den Komplex. Diese Verbindung 
des IL-6/sIL-6 Komplexes mit dem homodimerisierten löslichen gp130 verhindert die 
Signaltransduktion, da eine Bindung an membrangebundenes gp130 nicht mehr möglich 
ist (NARAZAKI u. Mitarb. 1993). Die lösliche α-Kette verstärkt daher als Agonist den 
biologischen Effekt von IL-6, während die lösliche β-Kette als Antagonist den Effekt 














Abbildung 2.1: Signalweiterleitung durch IL-6, IL-6R und gp130;(A) Durch die 
Bindung von IL-6 an membrangebundenen IL-6R kommt es zu einem IL-6/IL-
6R-Komplex der auf der Zelloberfläche zu einer Homodimerisierung von 
gp130 führt und eine Signalweiterleitung in die Zelle ermöglicht (B) IL-6 bildet 
mit löslichem IL-6R einen IL-6/sIL-6R-Komplex, dieser führt zu einer 
Homodimerisierung von membrangebundenen gp130 und damit zu einer 
Signalübertragung in die Zelle (Transsignaling) (ROSE-JOHN 2001) 
 
Durch die Homodimerisierung von gp130, ausgelöst durch den IL-6/IL-6R-Komplex, 
kommt es zur Aktivierung assoziierter Januskinasen (JAKs), welche nachfolgend 
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Adapterproteine durch Tyrosinphosphorylierung aktivieren. Hierzu zählen unter 
anderem STAT-Moleküle, bei denen es sich um Transkriptionsfaktoren handelt. Die 
Aktivierung der STAT-Moleküle durch Tyrosinphosphorylierung führt zur deren 
Homo- und Heterodimerisierung (s. Abbildung 2.2). Nachfolgend translozieren die 
STAT- Homodimere in den Zellkern und aktivieren die Genexpression von Zytokin-
assoziierten Genen (KISHIMOTO u. Mitarb. 1995). Von den bekannten 6 STAT-
Molekülen wird bevorzugt STAT3 durch IL-6 aktiviert. Bei sehr hohen IL-6 
Konzentrationen kann es auch in geringem Maße zur Aktivierung von STAT1-
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2.4.1 Interleukin-6 bei lymphoproliferativen Erkrankungen 
 
IL-6 spielt eine wichtige Rolle bei malignen lymphoproliferativen Erkrankungen die 
von B-Zellen entstammen. Bei gesunden Personen wird die Bildung von IL-6 nur durch 
bestimmte exogene Stimuli induziert (FREEMAN u. Mitarb. 1989). Das führt dazu, 
dass es in Seren von gesunden Probanden nicht zu detektieren ist; seine 
Rezeptorkomponenten IL-6R und gp130 dagegen sind stets im Urin und im Serum von 
gesunden Personen nachweisbar. Diese strikte Regulation wird bei bestimmtem 
lymphoproliferativen Erkrankungen, wie z.B. B-Non-Hodgkin-Lymphomen und 
Multiplen Myelomen außer Kraft gesetzt und führt durch kontinuierliche IL-6-Sekretion 
zu einem erhöhten IL-6 Serumspiegel bei den Patienten (HSU u. Mitarb. 1993). 
Sekretiertes IL-6 kann durch einen autokrinen oder parakrinen Mechanismus wirken. 
Damit ist einmal möglich, dass das Zytokin von anderen Zellen (wie vaskulären 
Endothelzellen, mononukleären Phagozyten, Fibroblasten, aktivierten T-Lymphozyten) 
sekretiert wird und auf die entarteten B-Zellen seine Wirkung entfaltet. Andererseits 
postulieren KATO und Mitarb. (1998) in ihrer Arbeit, dass die neoplastischen B-Zellen 
bei B-NHL-Patienten selber große Mengen an IL-6 enthalten und diese freisetzen 
können. Damit seien die Zellen in der Lage selber Einfluss auf den generellen Status des 
Patienten zu nehmen (KATO u. Mitarb. 1998). IL-6 kann bei einem erhöhtem 
Serumspiegel nicht nur als Proliferationsfaktor für B-Zellen negative Auswirkungen für 
den B-NHL-Patienten haben, sondern induziert in der Leber die Synthese von Akut-
Phase-Proteinen, wie z.B. C-reaktives Protein (CRP). Der CRP Serumspiegel korreliert 
mit der Überlebenszeit bei Lymphompatienten und es besteht ein Zusammenhang 
zwischen CRP und IL-6-Serumspiegel (LEGOUFFE u. Mitarb. 1998). Das Auftreten 
von B-Symptomen (Gewichtsverlust <10%, Nachtschweiß, Fieber) korreliert mit einem 
erhöhtem IL-6-Spiegel (EL-FAR u. Mitarb. 2004) und ihr Vorhandensein wirkt sich 
negativ auf die Prognose von B-Lymphompatienten aus. 
Eine Studie an Patienten mit dem diffusen großzelligen B-Lymphom (DLCL) und 
gesunden Probanden zeigte, dass der IL-6 Serumspiegel bei den Erkrankten zum 
Zeitpunkt der Diagnosestellung signifikant erhöht war (KURZROCK 1997). Ein 
besonders hoher Serumspiegel korrelierte mit dem Auftreten von negativen 
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prognostischen Faktoren wie B-Symptomen und hohem β2-Mikroglobulin-Level. Im 
Verlauf der Studie konnte beobachtet werden, dass Patienten mit hohen IL-6 Spiegel 
seltener komplette Remissionen zeigen (66% versus 95%). Zusätzlich waren die 
beschwerdefreien Intervalle und die Überlebenszeit kürzer. Nach Ablauf von drei 
Jahren lebten noch 46% der Patienten mit hohen IL-6 Werten im Gegensatz zu 90% mit 
niedrigen Werten. Diese Ergebnisse zeigen, dass der IL-6 Serumspiegel ein sehr 
zuverlässiger prognostischer Faktor bei DLCL ist und mit allen anderen etablierten 
prognostischen Faktoren (wie B-Symptome, erhöhtes β2-Mikroglobulin, bulky disease, 
erhöhte Laktat-Dehydrogenase sowie hohem Lebensalter (> 60 Jahre)) korreliert.  
Die Tatsache, dass IL-6 eine wichtige Rolle bei der Entstehung von 
lymphoproliferativen Erkrankungen spielt, zeigt sich im Wesentlichen daran, dass hohe 
IL-6 Spiegel bei AIDS-Patienten und Patienten nach einer Nierentransplantation mit 
einem erhöhtem Risiko an einem Lymphom zu erkranken korrelieren (PLUDA u. 
Mitarb. 1993, TOSATO u. Mitarb. 1993). Auch ein ständiges Sekretieren von IL-6, 
ausgelöst durch eine Transformation von B-Lymphozyten mit dem Epstein-Barr-Virus 
(SCALA u. Mitarb. 1990) und bei transgenen Mäusen (WOODROOFE u. Mitarb. 1992) 




Die Apoptose ist ein komplexer, in großem Maße regulierter und aktiver zellulärer 
Prozess, in dem einzelne Zellen in den programmierten Zelltod gehen, ohne benachbarte 
Zellen zu beschädigen oder eine entzündliche Reaktion hervorzurufen. Sie läuft in drei 
Phasen ab (SOINI u. Mitarb. 1998a): In der Initialphase erhält die betreffende Zelle den 
Stimulus, der den Prozess der Apoptose in Gang setzt. In der Effektor Phase wird der 
Mechanismus angeworfen, der Prozess ist aber immer noch reversibel. Mit Eintritt in 
die Degradationsphase ist ein „point of no return“ erreicht und die Desintegration der 
Zelle beginnt. Insgesamt dauert der Prozess 12 bis 24 Stunden, wobei die ersten 
morphologischen Veränderungen bereits nach 2 bis 3 Stunden erkennbar sind. Mit dem 
Auftreten dieser Veränderungen ist die Zelle in der irreversiblen Degradationsphase. 
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Eine apoptotische Zelle zeigt charakteristische morphologische und biochemische 
Veränderungen, wie die Schrumpfung der Zelle, das Ablösen der Zelle vom 
Untergrund, die Kondensierung des Chromatins, Blasenbildung in der Plasmamembran, 
die Fragmentierung des Zellkernes und letztlich die Bildung von membrangebundenen 
Zellfragmenten, den sogenannten „apoptotic bodies“. Diese können ohne Auslösung 
einer inflammatorischen Reaktion phagozytiert werden (KERR u. Mitarb. 1972). Im 
Gegensatz dazu steht die Nekrose, bei der es zum völligen Integrationsverlust der 
Zellmembran und dadurch zum Zelltod kommt. Durch die fehlende Integrität der 
Zellmembran gelangen lysosomale Enzyme und DNA-Fragmente in die Umgebung und 
lösen eine inflammatorische Reaktion des Körpers aus. 
Ausgelöst werden kann die Apoptose über einen extrinsischen und einen intrinsischen 
Weg. Der extrinsische Weg wird durch Mitglieder der TNF-Familie von 
Zytokinrezeptoren, wie TNF-R1 und Fas (CD95) induziert. CD95 wird von fast allen 
Körperzellen exprimiert, wogegen die Expression des passenden Liganden CD95L stark 
reguliert ist (aktive T-, B- und NK-Zellen, einige Tumorzellen als auch Endothelzellen). 
Durch die Bindung von CD95L an CD95 kommt es zu einer Trimerisierung des 
Rezeptors und mittels Adaptorproteinen wird der Death inducing signalling complex 
(DISC) aufgebaut. An diesen Komplex bindet FADD (Fas-associated death domain 
protein) über seine eigene Todesdomäne (DD) an den Rezeptor. Mittels einer weiteren 
Domäne, der Todeseffektordomäne (DED; Death effector domain) wird die Procaspase-
8 rekrutiert. Durch autokatalytische Spaltung verlässt sie die DISC und aktiviert die 
Effektor-Caspase 3. Der intrinsische Weg wird durch Cytochrom C-Freisetzung aus den 
Mitochondrien ausgelöst und durch verschiedene Stimuli in Gang gesetzt. Cytochrom C 
bindet und aktiviert das Caspase aktivierende Protein Apaf-1, das an pro-Caspase-9 
bindet und diese aktiviert. Caspase-9 aktiviert die Effektor-Caspase-3, an der die beiden 
Apoptoseinduktionswege zusammenlaufen (REED 2000). Caspase-3 spaltet in ihrer 
aktiven Form ihr Substrat, den Komplex ICAD/CAD, wodurch die caspase-aktivierte-
DNase freigesetzt wird, die zur Fragmentierung der DNA im Zellkern führt. Eine 




Abbildung 2.3: Wege der Caspase Aktivierung; Extrinsischer Weg (links):induziert 
durch Mitglieder der TNF-Familie von Zytokinrezeptoren wie TNF-R1 und 
Fas. Diese Proteine rekrutieren Adapterproteine zu ihren zytosolischen DD´s, 
wie FADD, das seinerseits DED, assoziiert mit einer pro-Caspase (hier pro-
Caspase-8), bindet; Intrinsischer Weg (rechts): verschiedene Stimuli wie z.B. 
erhöhte Expression porenformender, pro-apoptotischer Proteine der Bcl-2-
Familie, induzieren Cytochrom C Freisetzung aus den Mitochondrien. 
Cytochrom C bindet und aktiviert Apaf-1, das die pro-Caspase-9 bindet und 
aktiviert. Aktive Caspase-9 (intrinsisch) und aktive Caspase-8 (extrinsisch) 
spalten und aktivieren die Effektor-Caspase-3. (Vereinfachtes Schema; REED 
2000) 
 
Die Proteinfamilie um Bcl-2 spielt eine wichtige Rolle bei der Auslösung der Apoptose. 
Mitglieder der Bcl-2-Familie können Apoptose sowohl inhibieren (bcl-2, bcl-xl, bcl-w, 
bfl-1, brag-1, mcl-1, A1) als auch induzieren (bax, bad, bak, bcl-xS, bid, bik, Hrk). Sie 
beeinflussen das Schicksal einer Zelle (ob die Apoptose über den „point of no return“ 
hinausgeht) über Homo- und Heterodimerisierung. Beispielsweise bildet bax bevorzugt 
Homodimere, die pro-apoptotisch wirken. Ist ein Überschuss von bcl-2 vorhanden, 
werden Heterodimere von bcl-2 und bax gebildet, die der Apoptose entgegenwirken. 
Bcl-xl bindet freies bax und wirkt damit anti-apoptotisch, wohingegen bad in der Lage 
ist, bax aus bcl-2/bax- und bcl-xl/bax-Heterodimeren freizusetzen. Dies kann 
nachfolgend homodimerisieren und damit pro-apoptotisch wirken (YANG u. 
KORSMEYER 1996). Diese Einflussnahme der Bcl-2 Proteinfamilie findet noch in der 
Effektor-Phase der Apoptose statt, also zu einem Zeitpunkt, an dem das Schicksal der 
Zelle noch zu beeinflussen ist. 
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Bcl-2, bcl-xl und bax sind in der Membran von Mitochondrien, dem Endoplasmatischen 
Retikulum und in der Kernmembran zu finden. In der Mitochondrienmembran können 
sie Poren formen, die als Ionenkanal fungieren. Dadurch können bcl-2 und bcl-xl 
effektiv den Fluss von Caspase-aktivierenden Substanzen wie Cytochrom C und 
Apoptose auslösenden Faktoren verhindern (YANG u. Mitarb. 1997), wohingegen bax 
diesen Fluss fördert (MANON u. Mitarb. 1997). Bcl-2 und bcl-xl sind außerdem in der 
Lage Apaf-1 zu binden und so die Aktivierung der Caspase-3 zu verhindern. 
Das Verhältnis von bcl-2 zu bax spielt eine wichtige Rolle bei lymphatischen 
Tumorerkrankungen. So führt zum  Beispiel eine bcl-2-IgH-Translokation beim 
follikulären B-NHL zu einer Überexpression von bcl-2, das durch seine 
antiapoptotische Wirkung zu einem längeren Überleben der Zellen führt (TSUJIMOTO 
u. Mitarb. 1985). Das follikuläre B-NHL ist ein niedrig malignes Lymphom, dessen 
Zellen sich nur sehr langsam teilen und eine längere Überlebenszeit haben. Dies zeigt 
sich auch, wenn der sogenannte Apoptose Index (Prozentsatz der apoptotischen Zellen 
in einer Tumorzellpopulation) bei hoch- und niedrigmalignen B-NHL-Zellen bestimmt 
wird. Der Wert bei den niedrigmalignen Lymphomen liegt signifikant unter dem der 
hochmalignen Lymphome, also den Erkrankungen, die eine hohe Zellteilungsrate 
aufweisen (SOINI u. Mitarb. 1998b). Das Epstein-Barr-Virus, das im Zusammenhang 
mit bestimmten Formen des Burkitt Lymphom steht, kann durch ein Membranprotein 
zu einer bcl-2-Hochregulation führen und damit das Auftreten von Apoptose negativ 
beeinflussen (HENDERSON u. Mitarb. 1991). 
 
2.6 Migration von Zellen 
 
Die Fähigkeit von Zellen zur Migration ist in der Natur weit verbreitet. Neben 
Einzellern wie Amöben, Flagellaten und Ciliaten sind auch Zellen innerhalb eines 
Organismus in der Lage sich fortzubewegen. Diese Fähigkeit der Zellwanderung ist ein 
wesentlicher Bestandteil der Embryonalentwicklung, der Organogenese, der 
Fortpflanzung, der Immunantwort und der Wundheilung. Besonders einsichtig ist die 
Bedeutsamkeit der gezielten Zellwanderung während der Entwicklung eines Embryo 
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und bei der Bildung von Organen. Würden die entsprechenden Stammzellen nicht aus 
ihrem Verband heraus zu den jeweiligen organspezifischen Orten hin migrieren, wäre 
ein gezielter Aufbau eines funktionierenden Organismus unmöglich. Aber auch in 
einem adulten Organismus ist die Zellwanderung von enormer Wichtigkeit. So 
patroullieren stets etwa 60 Milliarden Zellen des Immunsystems durch den 
menschlichen Körper um Pathogene, Stoffwechselprodukte und Zelltrümmer 
abgestorbener Zellen zu beseitigen. Weiterhin wäre das Verschließen einer Wunde ohne 
das Einwandern von Fibroblasten nicht möglich. Auch bei pathologischen Vorgängen 
wie dem Metastasieren von Tumoren ist die Fähigkeit der Zellen zur Migration eine 
Voraussetzung. Der Prozess der Metastasierung beginnt mit dem Auswandern einzelner 
Zellen oder kleiner Zellklumpen aus dem Primärtumor (Tumorzelldissoziation). Die 
dissoziierten Zellen infiltrieren aktiv das umgebene Gewebe (Invasion) und wandern in 
kleine Blut- oder Lymphgefäße ein (Intravasation). Durch den Blut- bzw. den 
Lymphstrom zirkulieren sie im Organismus und bleiben in kleinsten Gefäßen hängen. 
Von dort können die Tumorzellen aktiv auswandern (Extravasation) und sich im 
Zielorgan ansiedeln (Invasion). Die Invasion des Zielorgans führt nicht zwangsläufig 
zur Proliferation der eingewanderten Zellen und damit zur Metastasenbildung. Die 
Tumorzellen können vom Immunsystem erkannt und eliminiert werden oder über Jahre 
in einen Ruhezustand verfallen (ENGERS u. GABBERT 2000). Eine Übersicht der 




Abbildung 2.4: Darstellung der Metastasierungskaskade; der Pfeil zeigt den 
zunehmenden Zellverlust im Laufe der Metastasierung (ENGERS u. 
GABBERT 2000) 
 
Trotzdem stellt das Auftreten von Metastasen, und nicht der Primärtumor, die 
Haupttodesursache im Falle einer Krebserkrankung dar. Ein Hauptziel in der 
Krebstherapie ist es folglich Einfluss auf die Bildung von Metastasen zu nehmen 
(ZÄNKER 1997). Dafür ist die genaue Untersuchung der Tumorzellmigration und die 
Suche nach Substanzen essenziell, die diese beeinflussen können. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Medien, Antibiotika, Reagenzien für die Zellkultur 
 
Artikel Hersteller 
RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 
IMDM PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 
fötales Kälberserum PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 
fötales Kälberserum „Gold“ PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 
Penicillin/Streptomycin (100×) 
10000U/10mg/ml 
PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 
DMSO Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 




Zelllinie Beschreibung Herkunft 
CMT-U-27 kanine Mammatumorzelllinie 








Sc-1 B-NHL (small cleaved cell type) ECACC, Salisbury, UK 






3.1.3 Materialien für die Migrationsexperimente  
 
Artikel Hersteller 
MEM Flow Labs, Mc Lean, VI, USA 
Vitrogen 100® Collagen GmbH, Ismaning, Deutschland 
PMA Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad-
Soden, Deutschland 
Natrium-Bicarbonat Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 
Noradrenalin Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 
humanes EGF Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 
 
3.1.4 Enzyme, Primer, dNTPs, Inhibitoren 
 
Artikel Hersteller 
M-MuLV-Reverse Transkriptase Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
Random Hexamer Primer Promega, Mannheim, Deutschland 
Ribonuklease Inhibitor Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
dNTP-Mix Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
 
3.1.5 Zytokine und Mistelextrakte 
 
Artikel Hersteller 
rekombinantes humanes IL-6 R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
Iscador® M Weleda, Arlesheim, Schweiz 






Antikörper Klon/Beschreibung Hersteller 
Anti-β1-Adrenorezeptor 
(pure, Maus) 






























Anti-CRCX4-PE (Maus) 12G5 
Becton Dickenson, 
Heidelberg, Deutschland 
FITC-conj. Affine Pure Fab 
Fragment Ziege anti Maus, 
IgG (H+C) 
Sekundärer Antikörper 
Jackson Immuno Research, 
Soham, UK 
IgG1-FITC (Maus) Isotyp-Antikörper 
Beckman Coulter GmbH, 
Krefeld, Deutschland 
IgG1-PE (Maus) Isotyp-Antikörper 
Beckman Coulter GmbH, 
Krefeld, Deutschland 
IgG2 pure (Maus)  Isotyp-Antikörper 
Immunotech, Hamburg, 
Deutschland 


























3.1.7 Primer und TaqManTM-Proben 
Tabelle 3.1: Verwendete Primerpaare und TaqManTM-Proben  
(die Primer wurden von Invitrogen, Groningen, Niederlande und die 
TaqManTM-Proben von Eurogentec, Köln, Deutschland, bezogen) 
 Gen Primer Sequenz (5´zu 3´) 
forward Primer ATTTGGGTCGCGGTTCTTG 
reverse Primer TGCCTTGACATTCTCGATGGT Ubiquitin 
TaqManTM-Probe TCAAGTGACGATCACAGCGATCCACAA 
forward Primer CTCATTTGGAATTTTGCCGATT 






forward Primer TTGCCATTGTTCTGAGGTTC 
reverse Primer ATGCTTGTCTTGCCTTCCTT IL-6R 
TaqManTM-Probe AGCCCGCAGCTTCCACGTCTTCTT 
forward Primer CTGGCCTAATGTTCCAGATC 
reverse Primer TTGTGCCTTGGAGGAGTGT gp130 
TaqManTM-Probe TTCAAAGAGTCATATTGCCCAGTGGTCACC 
forward Primer ACCTCTTCAGAACGAATTGACAAA 
reverse Primer TTACATGTCTCCTTTCTCAGG IL-6 
TaqManTM-Probe AATTCGGTACATCCTCGACGGCATCTC 
forward Primer GGCCTTCTTTGAGTTCGGT 
reverse Primer ATCCACAGGGCGATGTTGT Bcl-2 
TaqManTM-Probe TCATGTGTGTGGAGAGCGTCAACCG 
forward Primer AGGCACCCGAGCTG 
reverse Primer TCAGCTTCTTGGTGGACG Bax 
TaqManTM-Probe TGGACCCGGTGCCTCAGGATG 
forward Primer CAAGGAGATGCAGGTATTGG 
reverse Primer CAAGGCTCTAGGTGGTCATT Bcl-xl 
TaqManTM-Probe ATCGCAGCTTGGATGGCCACTTAC 
forward Primer CACAGCAACGCAGATGC 













0,25 M Tris-HCl (pH 6,8), 8% (w/v) SDS, 40% (v/v) 
Glycerin, 20% (v/v) 2-Mercaptoethanol, 0,04% (w/v) 
Bromphenolblau 
Blocking-Lösung T-PBS, 5% (w/v) Magermilchpulver 
Lower Tris 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8), 0,4% (w/v) SDS 
RIPA-Puffer 
50 mMTris-HCl (pH 7,2), 1% (v/v) NP-40, 0,25% 
Deoxycholat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM 
Na3VO4, Protease Inhibitor Cocktail 
SDS-Laufpuffer 50 mM Tris, 0,4 M Glycin, 0,1%(w/v) SDS 
Semi-dry-Transfer-Puffer 
39 mM Glycin, 48 mM Tris, 20% (v/v) Methanol, 
0,0375% (w/v) SDS 
Stripping-Puffer 
200 mM Glycin-HCl (pH 2,2), 0,1% (w/v) SDS, 
0,1% (v/v) Tween 20 
T-PBS PBS, 0,05% (v/v) Tween 20 
Upper-Tris 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,4% (w/v) SDS 
Sonstige 
5-fach Reaktionspuffer für 
M-MuLV Reverse 
Transcriptase 
250 nM Tris-HCl (pH 8,3 bei 25°C), 250mM KCl, 20mM 




















Chemolumineszenz HRP Blotting Substrat Roche, Mannheim, Deutschland 
NucleoSpin® RNS II Kit Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
qPCR Core Kit Eurogentec, Köln, Deutschland 
Quantikine®, human IL-6 Immunoassay R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
Quantikine®, human sIL-6R Immunoassay R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
Quantikine®, human sgp130 Immunoassay R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
Vybrant® Apoptosis Assay Kit #11 Molecular Probes, Karlsruhe, Deutschland 
Precision Plus Protein Prestained Standard Bio Rad Laboratories, München, 
Deutschland 
 
3.1.10 Sonstige Chemikalien 
 
Chemikalien Hersteller 
Acrylamid (38%), bis-Acrylamid (2%) ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA 
EDTA, Glycin, 2-Mercaptoethanol, 
Natriumchlorid, Natriumdeoxycholat, 
Natriumorthovanadat, Natriumdodecyl-
sulfat, Paraformaldehyd, Protease Inhibitor 
Cocktail, TEMED, Tris, Triton-X-100, 
Trypanblau, Trypsin, Rinderserum 
Albumin (Fraktion V) 
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 
Ethanol (100%), Glycerin (wasserfrei), 
Methanol, Wasserstoffperoxid 
AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
HCl (1mol/l) Waldeck, Münster, Deutschland 
PBS 
Life Technologies, Mannheim, 
Deutschland 
Tween-20, Nonidet P-40 
Serva-GmbH & Co KG, Heidelberg, 
Deutschland 
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3.1.11 Verwendetete Geräte 
 



















Lichtmikroskope DM-IL Fluovert, Labovert 
Leica, Bensheim, 
Deutschland 


















In der vorliegenden Arbeit wurde mit drei humanen B-NHL-Zelllinien und einer 
kaninen Mammatumorzelllinie gearbeitet. Sämtliche Zellen wurden in RPMI 1640 mit 
10% FKS bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator kultiviert. Die Zelllinie WSU-NHL 
benötigte FKS „gold“. Die Vermehrung der Zellen fand unter Antibiotikaschutz (1% 
Penicillin/Streptomycin) statt, die Versuche wurden ohne Antibiotika durchgeführt. Ein 
Mediumswechsel wurde alle 24h-48h vorgenommen. Das FKS wurde für alle Zellen 
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vor dem Ansetzen der Medien für 20min bei 56°C inaktiviert und nach dem Abkühlen 
dem jeweiligen Medium zugesetzt. 
Die kanine Mammatumorzelllinie (CMT-U-27) wurde freundlicherweise von Frau Eva 
Hellmen, Department of Pathology, Swedish University of Agricultural Sciences, 
Faculty of Veterinary Medicine, Uppsala, Schweden zur Verfügung gestellt. Sie 
entstammt  einer 14-jährigen Pudelhündin. Histologisch handelt es sich um ein 
infiltrierendes ductuläres Karzinom mit Metastasen in den regionalen Lymphknoten und 
an der serösen Oberfläche der Blase. Die Zellen wurden während der operativen 
Behandlung durch eine Fein-Nadel-Biopsie entnommen (HELLMEN 1992).  
 
3.2.1.2 Migrationsversuche in einer 3-D Kollagenmatrix 
 
Die Migrationsversuche mit den kaninen Mammatumorzellen wurden wie von 
DITTMAR und Mitarb. (2002) beschrieben mit kleinen Modifikationen durchgeführt. 
Dazu wurden 8×104 Zellen in 35µl Medium aufgenommen und mit 15µl Lösung der zu 
untersuchenden Substanz (Tab. 3.1) und 100µl Kollagenlösung gemischt. Die 
Kollagenlösung bestand aus 25µl Natrium-Bicarbonat + 50µl 10×MEM und 375µl 
Vitrogen. 
Das Gemisch wurde in selbstkonstruierte Migrationskammern gefüllt und zum 
Auspolymerisieren des Kollagengels für ca. 30min bei 37°C in den Brutschrank gestellt. 
Anschließend wurden die Kammer mit Medium bzw. Medium und der zu 
untersuchenden Substanz aufgefüllt und mit Wachs verschlossen. Für die 
selbstkonstruierten Migrationskammern wurde auf einem Objektträger ein 
Wachsgemisch aus Paraffin und Wachs (1:1) U-förmig aufgetragen und darauf ein 
Deckgläschen ebenfalls mit dem Parafin-Wachsgemisch befestigt. Die Höhe der so 
entstandenen Kammer betrug ca. 0,5mm, das Gesamtvolumen ca. 300µl. 
Für das eigentliche Migrationsexperiment wurden die fertiggestellten Kammern unter 
ein Lichtmikroskop in eine mit konstant 37°C beheizte Kammer gelegt und über Nacht 




Abbildung 3.1: Übersicht des Versuchsaufbaus der Migrationsexperimente  
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Für die Experimente wurden folgende Substanzen und Konzentrationen verwendet: 
Tabelle 3.1: In den Migrationsexperimenten eingesetzte Substanzen und deren 
Konzentrationen 
Substanz Konzentration 





Das Mistelpräparat Iscador® M (Chargennummer 204/3035) wurde freundlicherweise 
von der Firma Hiscia, Arlesheim, Schweiz zur Verfügung gestellt. Es enthält 488ng/ml 
Mistellektin und 6µg/ml Viskotoxin. Als pharmazeutische Hilfsstoffe sind NaCl und 
Wasser für Injektionszwecke enthalten. 
Die Analyse der Wanderungsaktivität erfolgte durch das willkürliche Auswählen von 30 
Zellen. Die Wanderungspfade dieser Zellen wurden mittels Computer unterstütztem 
„cell tracking“ digitalisiert und in zwei-dimensionale x/y-Koordinaten umgewandelt 
(DITTMAR u. Mitarb. 2002b, WEIDT u. Mitarb. 2004). Dadurch lassen sich die 
Wanderungsaktivität, die Zeit der Zellen in Bewegung, die Geschwindigkeit mit und 
ohne Pausen und die zurückgelegte Distanz bestimmen. Mit Hilfe dieser Parameter ist 
es möglich die biologischen und chemischen Einflüsse verschiedener Substanzen auf 
das Wanderungsverhalten von Zellen zu beobachten und detailliert zu beschreiben.  
 
3.2.1.3 Inkubation der B-NHL-Zellen mit Iscador® P 
 
Für die DoHH2- und die Sc-1-Zellen wurden pro Versuch je vier Ansätze mit einer 
Zellzahl von 0,2×106Zellen/ml und folgenden Iscador® P-Konzentrationen  verwendet: 
Kontrolle (ohne Iscador® P), 0,15µg Iscador® P/0,2×106Zellen/ml Medium, 1,5µg 
Iscador® P/0,2×106Zellen/ml Medium, 15µg Iscador® P/0,2×106Zellen/ml Medium. Die 
Ansätze für die WSU-NHL-Zellen enthielten 0,5×106 Zellen/ml. Entsprechend höher 
waren auch die Iscador® P-Mengen (0,375µg/ml, 3,75µg/ml und 37,5µg/ml). Ein 
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Mediumswechsel unter Zugabe der entsprechenden Menge Iscador® P und ein erneutes 
Einstellen der Zellsuspension auf 0,2×106Zellen/ml bzw. 0,5×106Zellen/ml fand alle 
24h statt. Die Inkubationszeiten betrugen: 6h, 24h, 48h, 72h. Nach den angegebenen 
Zeiten wurden 2×106 Zellen für eine RNS-Präparation, je 4 mal 1×105 Zellen für 
durchflusszytometrische Messungen und 3×500µl Kulturüberstand (Lagerung bei          
-20°C) für die ELISA Tests entnommen. Die RNS-Isolation und die 
durchflusszytometrischen Messungen erfolgten direkt nach der Probenentnahme. Es 
wurden pro Zelllinie drei voneinander unabhängige Versuche durchgeführt. 
Das eingesetzte Mistelpräparat Iscador® P (Chargennummer 109/2031) wurde 
freundlicherweise von der Firma Hiscia, Arlesheim, Schweiz zur Verfügung gestellt. Es 
enthält 10ng/ml Mistellektin und 12µg/ml Viskotoxin. Als pharmazeutische Hilfsstoffe 




Es wurden WK von den Zelllinien DoHH2, WSU-NHL und Sc-1 unter Zugabe von IL-
6 zum Medium erstellt. Dafür wurden die Zellen in Ausgangskonzentrationen von: 
DoHH2: 0,3×106Zellen/500µl, Sc-1: 0,8×106Zellen/500µl, WSU-NHL: 
0,6×106Zellen/500µl ausgesät. Es wurde das jeweils für die Zelllinien optimale Medium 
(siehe 3.2.1.1) mit IL-6 in den Konzentrationen 1ng IL-6/0,1×106Zellen/ml und 10ng 
IL-6/0,1×106Zellen/ml versetzt. Unbehandelte Zellen (in Medium ohne IL-6-Zusatz) 
dienten als Kontrolle. Ausgesät wurde in 24-Loch-Platten, für jede Konzentration zwei 
Näpfchen (Doppelbestimmung) für insgesamt 5 Tage. Alle 24h wurden die Zellen 
ausgezählt und IL-6 gemäß der Zellzahlzunahme zugegeben. Das Medium wurde zu 
keinem Zeitpunkt gewechselt. Ausgezählt wurde mit einer Neubauerzählkammer. Ein 
Anfärben der Zellen vor dem Auszählen mit Trypan-Blau machte das Unterscheiden 
von lebenden und toten Zellen möglich. 
Um festzustellen ob Iscador® P in der Lage ist, das Zellwachstum auch unter Einfluss 
von IL-6 zu beeinflussen, wurden WK unter Zusatz von IL-6 und Iscador® P angesetzt. 
Dem Medium wurde jeweils 1ng IL-6/0,1×106Zellen/ml und Iscador® P in 
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verschiedenen Konzentrationen (0,15µg Iscador® P/0,2×106Zellen/ml Medium, 1,5µg 
Iscador® P/0,2×106Zellen/ml Medium, 15µg Iscador® P/0,2×106Zellen/ml Medium) 
zugesetzt. Unbehandelte Zellen, in Medium ohne IL-6- und Iscador® P-Zusatz, dienten 
als Kontrolle. Nach jedem Auszählen wurde IL-6 und Iscador® P entsprechend der 
Zellzahlzunahme dem Medium zugesetzt. Ansonsten glich die Durchführung der oben 




Bei den CMT-U-27-Zellen wurde die Expression von EGF, SDF, Adrenozeptoren (β1- 
und β2-Adrenozeptor), IL-8R (Typ A und Typ B) und den IL-6-Rezeptorkomponenten 
IL-6R und gp130 durchflusszytometrisch gemessen. Bei den Adrenozeptoren (β1- und 
β2-Adrenozeptor) war, da der Antikörper ein Epitop in der zytoplasmatischen Domäne 
erkennt, ein Permeabilisieren der Zellen vor der Messung notwendig. Die verwendeten 
Antikörper für IL-6R und gp130 waren mit unterschiedlichen Fluorochromen (IL-6R: 
FITC; gp130: PE) markiert, so dass direkt eine Doppelfärbung möglich war. Die 
anderen Antikörper waren unmarkiert und wurden vor der Messung mit einem 
sekundären FITC-markierten Antikörper gekoppelt. Als Isotypkontrollen dienten 
primär-konjugierte unspezifische Antikörper bzw. unmarkierte unspezische Antikörper, 
die vor der Messung mit einem sekundären FITC-markierten Antikörper gekoppelt 
wurden. Für jede Messung wurden 1×105 Zellen in 50µl PBS aufgenommen, mit 10µl 
Antikörperlösung (bei gp130 nur 5µl) versetzt und 30min auf einem Rollentaumler im 
Kühlschrank inkubiert. Die Zielproteine, deren Antikörper direkt mit einem 
Fluorochrom markiert waren, konnten nach Auffüllen des Reaktionsansatzes mit PBS 
auf 500µl, sofort gemessen werden. Die anderen wurden abzentrifugiert (30sec, 
8000Upm) und in 100µl PBS aufgenommen. Dazu wurde der sekundäre Antikörper in 
einer Verdünnung von 1:100 gegeben und die Proben bei 37°C für 15min inkubiert. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit folgte ein Waschschritt (zentrifugieren 30sec, 
8000Upm, Zellen in PBS aufnehmen und erneut zentrifugieren). Nach dem Waschen 
wurden die Zellen in 500µl PBS aufgenommen und konnten sofort gemessen werden. 
Um die Messung von intrazellulären Rezeptoren möglich zu machen, mussten die 
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Zellen vor der Messung permeabilisiert werden. Dafür wurden 7,5×105 Zellen in 500µl 
4%-iger Paraformaldehyd-Lösung fixiert, abzenrifugiert (30sec, 8000Upm) und für 
5min in 0,5%-iger Triton-X-100-Lösung inkubiert. Nach einmaligem Waschen 
(Durchführung des Waschschrittes s.o.) und Zugabe des primären Antikörpers, wurden 
die Zellen bei 37°C für 15min inkubiert. Die Markierung mit dem sekundären 
Antikörper erfolgte wie oben beschrieben. Anschließend konnten die Proben gemessen 
werden. 
Bei den B-NHL Zelllinien wurde die relative Expression von membranständigem IL-6R 
(CD126) und gp130 (CD130) gemessen. Die Durchführung entsprach den Messungen 




Die Quantifizierung eines möglichen Apoptose-auslösenden Effektes erfolgte mit Hilfe 
des Vybrant® Apoptosis Assay Kit #11. In diesem Assay werden zwei Farbstoffe 
verwendet. Zum einen Annexin V gekoppelt mit dem Fluorochrom Alexa Fluor 488. 
Annexin V bindet an Phosphatidylserin (PS), das sich in intakten Zellen auf der 
zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran befindet, aber in einem frühen Stadium 
der Apoptose an die Außenseite der Membran transloziert wird. Dadurch wird es 
möglich Zellen im frühen Stadium der Apoptose anzufärben. Als zweiter Farbstoff dient 
MitoTracker Red, der Mitochondrien mit intaktem Transmembranpotential rot anfärbt. 
Da sich das Transmembranpotential in den Mitochondrien im Laufe der Apoptose 
verändert, zeigen intakte Zellen eine intensive Rotfärbung, die im Verlauf der Apoptose 
immer mehr abnimmt. Gemessen werden die Färbungen mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie. Dazu wurden die Zellen gemäß den Herstellerangaben 
aufbereitet. Als Positivkontrollen dienten Zellen, die durch H2O2-Inkubation (3%-ige 
Lösung, 10min, 37°C) in die Apoptose getrieben wurden, als Negativkontrolle wurden 
unbehandelte Zellen direkt aus der Vermehrungskultur verwendet. 
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3.2.1.7 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie 
 
Die qualitative Analyse der für den Apoptose-Assay angefärbten Zellen (s. 3.2.1.6) 
erfolgte unter dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop. Dazu wurden die 
überzähligen Zellen der für die durchflusszytometrische Messung vorbereiteten Proben 
abzentrifugiert und in 25µl PBS aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf einen 
Objektträger gegeben, mit einem Deckgläschen abgedeckt und dieses mit einem 
Paraffin-Vaseline-Gemisch (1:1) abgedichtet. Die so aufbereiteten Proben wurden unter 
dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop ausgewertet. 
 




Die Isolation der Gesamt-RNS erfolgte mit Hilfe des Nukleo Spin® II-Kits der Firma 
Macherey-Nagel gemäß den Herstellerangaben. Die Bestimmung der 
Nukleinsäurekonzentration erfolgte photometrisch, wobei die Extinktion bei 260nm und 
280nm bestimmt wurde. Dabei entspricht 1 OD bei 260nm 40µg RNS. Als Hinweis auf 
die Reinheit der RNS diente der Quotient 260nm/280nm, der bei Verwendung von 
DEPC-Wasser als Lösungsmittel für die RNS zwischen 1,6 und 1,8 liegen sollte. Die 
Lagerung der RNS erfolgte bei –80°C. 
 
3.2.2.2 Reverse Transkription 
 
Für die cDNS-Synthese wurden maximal 5µg Gesamt-RNS verwendet. Pro Ansatz 
wurden 0,4µl Random Hexamer Primer zugegeben und falls nötig mit RNAse freiem 
Wasser auf 11µl aufgefüllt. Um eine Anlagerung der Primer zu ermöglichen folgte eine 
Inkubation bei 70°C für 5min. Danach wurden 4µl 5-fach Reaktionspuffer, 2µl 10mM 
dNTP und 1µl Ribonuklease-Inhibitor zugefügt. Nach einer Inkubation von 5min bei 
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25°C wurde noch 1µl M-MuLV Reverse Transkriptase dazugegeben. Nach 10min bei 
25°C und 60min bei 37°C wurde die Reaktion bei 70°C für 10min gestoppt. Die 





Die Real-Time-RT-PCR ermöglicht eine Quantifizierung von mRNS. Um die mRNS 
eines Zielgenes zu detektieren, wurden TaqManTM-Sonden verwendet. Das Prinzip der 
Real-Time-RT-PCR mit TaqManTM-Sonden ist in Abbildung 3.2 schematisch 
dargestellt.  
Im Gegensatz zur „normalen“ PCR wird bei der Real-Time-PCR nach jedem 
Reaktionszyklus eine Messung der Fluoreszenz durchgeführt. Das ermöglicht einen 
genauen Überblick über den Reaktionsverlauf zu jedem Zeitpunkt. Der Zyklus in dem 
das Signal signifikant über einen Schwellenwert steigt, wird Threshold-Cycle (CT) 
genannt. Dieser Wert wird für die Quantifizierung der mRNS genutzt. Je kleiner der 
Wert ist, desto früher geht die Reaktion in die lineare Phase und desto größer ist die 
Ausgangsmenge der mRNS in der Probe.  
Die Quantifizierung der Genexpression erfolgt relativ zu sogenannten Housekeeping-
Genen. Diese Gene werden von allen Zellen stets in konstanter Konzentration 
exprimiert. Für diese Arbeit wurden zwei Housekeepinggene, deren TaqManTM-Sonden 
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, genutzt: β-Glucuronidase 
(GUS; Fluoreszenzfarbstoff: FAM (6-Carboxy-Fluorescein)) und Ubiqutin (UBC; 
Fluoreszenzfarbstoff: JOE (2,7-Dimethhoxy-4,5-dichloro-6-carboxyfluorescein)). Die 
unterschiedlichen Fluoreszenzmarkierungen erlauben eine Detektion in einem 
Reaktionsansatz (sog. Multiplex Reaktion). Die TaqManTM-Sonden der Zielgene sind 





Abbildung 3.2: Das Prinzip der Real-Time-RT-PCR mit TaqManTM-Sonden (A): RT-
Schritt (mRNS wird in cDNS umgeschrieben) (B): Nach Denaturierung der 
cDNS in 2 Einzelstränge lagern sich die Primer und die TaqManTM-Probe 
sequenzspezifisch an die Einzelstränge an. Solange die TaqManTM-Probe intakt 
ist, unterdrückt der Quencher am 3´Ende ein Fluoreszenzsignal des 
Reporterfarbstoffes am 5´Ende der Probe. (C+D+E): Bei der Polymerisation 
des Einzelstranges, ausgehend von den spezifischen Primern, wird durch die 
5´-3´-Exonukleaseaktivität der Ampli-Taq-DNS-Polymerase die fluorogene 
Sonde (Probe) vom Strang getrennt und in ihre Einzelnukleotide zerlegt. Damit 
werden der Quencher und der Reporterfarbstoff räumlich voneinander 
getrennt und ein Fluoreszenzsignal wird detektierbar. Die Stärke des Signals 
ist direkt proportional zu der Anzahl der vorhandenen Fluoreszenzmoleküle zu 
Beginn eines jeden Zyklus. (BUSTIN 2000) 
 
Es wurde das qPCR Core Kit der Firma Eurogentec verwendet. Ein Reaktionsansatz 
besteht aus 2,5µl Vorlage und 10µl Mastermix. Der Mastermix wurde gemäß Tabelle 
3.2 angesetzt. Als Vorlage wurde entweder die zu messende cDNS, Gesamt-RNS 
(NAC) oder RNase freies Wasser (NTC) eingesetzt. Die NAC dient dazu eine mögliche 
genomische-DNS-Kontamination der zur reversen Transkription verwendeten Gesamt-
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RNS auszuschließen. Mit Hilfe der NTC soll eine Kontamination des Mastermix mit 
cDNS ausgeschlossen werden. Jede Messung wurde in Triplikaten durchgeführt. Die 
Messung wurde im ABI Prism 7700 Sequence Detection System unter Verwendung der 
Sequence Detection System Software Version 1.9.1 unter folgenden Cyclerkonditionen 
durchgeführt: Inkubation von 10min bei 95°C um das Hot GoldStar Enzym zu 
aktivieren. Danach 40 Zyklen mit 95°C 0,15min und 60°C 1min. 
Tabelle 3.2: Mastermix-Zusammensetzung für die Real-Time-RT-PCR 
Komponenten  
des Mastermix 
Konzentration im  
Reaktionsansatz 
µl/Reaktion 
Reaction Buffer (10-fach) 1-fach 1,25µl 
MgCl2 5mM 1,25µl 
dNTP Solution 200µM von jedem dNTP 0,5µl 
Hot GoldStar Enzym 0,025U/µl 0,0625µl 
Forward Primer 
300nM  
(Bad 500nM, UBC 100nM)) 
0,75µl  
(Bad 1,25µl, UBC 0,25µl) 
Reverse Primer 
300nM  
(Bad 500nM, UBC 100nM) 
0,75µl  
(Bad 1,25µl, UBC 0,25µl) 
TaqManTM Sonde 100nM 0,25µl 
RNase freies Wasser 
Ansatz auf das benötigte Volumen  
(Anzahl der Reaktionen × 10µl) auffüllen 
 




Für den Western-Blot wurden Immunoblots mit STAT3-spezifischen und 
phosphotyrosin-STAT3-spezifischen monoklonalen Antikörpern durchgeführt. Der 
Western-Blot wurde für die in dieser Arbeit verwendeten follikulären B-NHL-Zelllinien 
durchgeführt (WSU-NHL, DoHH2, Sc-1). Im Vorfeld an den Blot wurden die Zellen 
für 5min, 10min und 15min mit 20ng IL-6/0,1×106Zellen bei 37°C inkubiert 
(unbehandelte Zellen wurden als Negativkontrolle mitgeführt), danach 2× mit kaltem 
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PBS gewaschen und in 40µl PBS + 20µl 4×Laemmli-Puffer 10min bei 99°C erhitzt 
(LAEMMLI 1970). Diese Proben wurden entweder bei –20°C eingefroren oder sofort 
über ein 10% SDS-haltiges Polyacrylamidgel aufgetrennt. Anschließend erfolgte eine 
Übertragung der aufgetrennten Proteine auf eine Immobilon-P Membran mittels eines 
semi-dry Western-Blots bei 1mA/cm2 (TOWBIN u. Mitarb. 1979). Nach erfolgtem 
Transfer wurde die gesamte Membran zur Absättigung freier Bindungsstellen über 
Nacht bei 4°C in einer 5%-igen Lösung aus Trockenmilchpulver in T-PBS inkubiert. 
Nach 5-maligem Waschen der Membran mit T-PBS erfolgte die Bindung der 
monoklonalen Antikörper an das nachzuweisende Protein während einer 
Inkubationszeit von 2h bei Raumtemperatur. Nach erneuter Waschprozedur (s.o.) 
erfolgte unter gleichen Bedingungen die Inkubation mit dem sekundären Peroxidase-
konjugierten-anti-Maus-Antikörper. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des hochsensitiven 
Chemolumineszenz-HRP-Blotting Substrat (100µl/cm2 Membran) unter Verwendung 
des Aequoria Macroskopic Imaging Systems von Hamamatsu. Hierbei wird die 
emittierte Lumineszenz mit Hilfe einer hochempfindlichen Kamera detektiert.  
Auf diese Weise wurde erst tyrosinphosphoryliertes STAT3 nachgewiesen. Um den 
Nachweis von STAT3 zu ermöglichen, wurden die Membranen für 3h in Stripping-
Buffer bei Raumtemperatur und anschließend in 5%-iger Lösung aus 
Trockenmilchpulver in T-PBS bei 4°C inkubiert. Die Inkubation mit dem spezifischen 
monoklonalen Antikörper und dem sekundär-Antikörper sowie die Detektion der 




Die Kulturüberstände wurden mit Hilfe von ELISA-Kits der Firma R&D auf IL-6, 
löslichen IL-6-Rezeptor (sIL-6R) und lösliches gp130 (sgp130) untersucht. Die 







Zur statistischen Analyse wurde der ungepaarte, ungerichtete T-Test durchgeführt; eine 
Irrtumswahrscheinlichkeit von fünf Prozent (p<0,05) wurde als statistisch signifikant 
angesehen. Als Mittelwerte wurden die arithmetischen Mittel angegeben, bei der 





4.1 Migrationstudien mit kaninen Mammakarzinomzellen 
 
4.1.1 Oberflächenexpression der kaninen Mammatumorzelllinie CMT-U-27 
 
Es ist bekannt, dass die Migration von Tumorzellen von Zytokinen, Chemokinen und 
Neurotransmittern beeinflusst werden kann. Um festzustellen mit welchen Substanzen 
eine Untersuchung im Hinblick ihres Einflusses auf die Migration von den CMT-U-27-
Zellen sinnvoll ist, wurden im Vorfeld durchflusszytometrische Messungen 
vorgenommen.  
Gemessen wurden die Oberflächenrezeptoren von IL-8, IL-6 (inkl. gp130), SDF, 
Noradrenalin und EGF. Bis auf die Rezeptoren für EGF und Noradrenalin waren die 

































Abbildung 4.1: Durchflusszytometrische Messungen zur Bestimmung der 
Oberflächenexpression verschiedener Rezeptoren auf der Zelllinie CMT-U-27; 
repräsentative Darstellung eines Einzelwertes von n=3 Mesungen; der Isotyp-
Peak ist grau unterlegt, der Antikörper-Peak ist schwarz umrandet 
IL-6R (CD126) gp130 (CD130) 
β1-Adreno-R β2-Adreno-R 
EGF-R SDF-R (CXCR4) 
IL-8R Typ B IL-8R Typ A 
ß1-Adreno-R ß2-Adreno-R 
SDF-R (CXCR4) EGF-R 





































































      FSC-H 
















4.1.2 Migrationsexperimente mit der kaninen Mammatumorzelllinie CMT-U-27 
 
Nachdem die Rezeptoren für Noradrenalin und EGF auf den kaninen 
Mammatumorzellen nachgewiesen werden konnten, wurden diese Substanzen für 
Migrationsexperimente herangezogen.  
Mit Hilfe bestimmter Parameter lässt sich die lokomotorische Aktivität von Zellen 
sowohl im Hinblick auf die Gesamtpopulation als auch auf Einzelzellebene beschreiben. 
Die Gesamtpopulation wird durch die migratorische Aktivität, d.h. dem Anteil der 
Zellen in Prozent die zu einem bestimmtem Zeitpunkt in Bewegung sind und dem 
Displacement als Anteil von Zellen in Prozent, die sich im Laufe des 
Beobachtungszeitraumes bewegen, beschrieben. Auf Einzelzellebene wird der Zeitraum 
(% des Beobachtungszeitraumes) in dem die einzelnen Zellen in Bewegung sind, die 
zurückgelegte Distanz (µm), die errechnete Geschwindigkeit (µm/min) und die Velocity 
(µm/min) zur Beschreibung der lokomotorischen Aktivität herangezogen. Dabei bezieht 
sich die Geschwindigkeit auf die gesamte beobachtete Zeit, auch wenn die Zellen sich 
nicht bewegen (d.h. inklusive eingelegter Wanderungspausen). Die Velocity dagegen 
bezieht sich ausschließlich auf die Zeit, in der die Zellen tatsächlich in Bewegung sind 
(d.h. exklusive eingelegter Wanderungspausen). 
Abbildung 4.2 zeigt den Einfluss von Noradrenalin auf die migratorische Aktivität der 
Gesamtpopulation. Die Kurve der mit 1µM Noradrenalin behandelten Zellen liegt stets 
etwas oberhalb der Kurve der unbehandelten Kontrollzellen. Das könnte auf einen 
leichten promigratorischen Effekt von 1µM Noradrenalin auf die CMT-U-27-Zellen 
schließen lassen. Eine genaue Untersuchung des ausgelösten Effektes ist mit Hilfe der 




























Kontrolle 1µM Noradrenalin 10µM Noradrenalin 50µM Noradrenalin  
Abbildung 4.2: Einfluss von Noradrenalin auf die Migratorische Aktivität von CMT-U-
27-Zellen; dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen 
Versuchen 
 
Deutlicher wird der Einfluss, wenn die Parameter Zeit in Bewegung (s. Abbildung 4.3 
A) und Distanz (s. Abbildung 4.3 B) auf Einzelzellebene betrachtet werden. In beiden 
Diagrammen ist zu erkennen, dass bei einer Konzentration von 1µM Noradrenalin die 
Werte stets oberhalb der unbehandelten Kontrollzellen liegen, wohingegen die Werte 
von 10µM und 50µM auf dem Niveau der unbehandelten Kontrollzellen bleiben. 
Folglich ist 1µM die optimale Konzentration um die Migration von CMT-U-27-Zellen 
























































Kontrolle 1µM Noradrenalin 10µM Noradrenalin 50µM Noradrenalin
 
 
Abbildung 4.3: Einfluss von Noradrenalin auf die Migration von CMT-U-27-Zellen auf 
Einzelzellebene; dargestellt sind die Einzelzellparameter Zeit in Bewegung (A) 
und die Distanz (B) wobei die ausgewerteten Zellen (insgesamt 90) aus den 
drei unabhängigen Versuchen in einem Diagramm zusammengefasst wurden 
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In Tabelle 4.1 sind die aus den Migrationsexperimenten mit Noradrenalin ermittelten 
Parameter zusammengestellt. Es ist zu erkennen, dass Noradrenalin in der 
Konzentration von 1µM alle errechneten Parameter leicht erhöht. Folglich setzt sich der 
leichte promigratorische Effekt von Noradrenalin aus dem Rekrutieren nicht 
wandernder Zellen und einem verändertem Migrationsverhalten der Zellen zusammen. 
Deutlicher wird der Effekt auf die einzelnen Parameter, wenn man die Werte auf die 
unbehandelten Kontrollzellen normiert, d.h. die Kontrollwerte gleich 1 setzt (s. 
Abbildung 4.4) 
Tabelle 4.1: Ermittelte Parameter aus den Migrationsexperimenten mit CMT-U-27-
Zellen mit Noradrenalin; angegeben sind die Mittelwerte und 










20,40±7,00 25,50±6,60 18,40±5,00 20,80±5,40 
Distanz 
(µm) 




0,06±0,04 0,07±0,04 0,05±0,05 0,06±0,04 
Zeit in Bewegung 
(%) 




0,03±0,03 0,04±0,04 0,03±0,03 0,04±0,03 
Displacement 
(%) 
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Kontrolle 1µM Noradrenalin 10µM Noradrenalin 50µM Noradrenalin  
Abbildung 4.4: Einfluss von Noradrenalin auf die aus den Migrationsversuchen mit 
CMT-U-27-Zellen ermittelten Parameter; für eine bessere 
Vergleichbarkeit wurden die Werte der unbehandelten Kontrollzellen =1 
gesetzt 
 
Insgesamt spiegelt der geringe Einfluss von Noradrenalin auf die einzelnen 
Migrationsparameter die leichte Ausprägung des promigratorischen Effektes wider. 
Etwas deutlicher ist der promigratorische Effekt von EGF auf die Migration der CMT-



























Kontrolle 10ng/ml EGF 50ng/ml EGF 100ng/ml EGF 200ng/ml EGF
 
Abbildung 4.5: Ergebnis der Migrationsanalyse der CMT-U-27-Zellen mit EGF; 
dargestellt sind die Mittelwerte der migratorische Aktivität der Zellen aus zwei 
unabhängigen Versuchen 
 
Wie bei Noradrenalin lässt sich dieser Effekt am besten beschreiben, wenn die aus den 
Experimenten ermittelten Migrationsparameter zu Hilfe genommen werden. Dabei 
haben alle untersuchten Konzentrationen einen promigratorischen Einfluss sowohl auf 
die Parameter die die gesamte Zellpopulation beschreiben (Migratorische Aktivität und 
Displacement) als auch auf die Einzelzellparameter Distanz, Zeit in Bewegung, 
Velocity (ohne Pausen) und Geschwindigkeit (inkl. Pausen). Sie sind in Tabelle 4.2 








Tabelle 4.2: Einzelwerte der durchgeführten Migrationsexperimente mit CMT-U-27 
Zellen mit EGF; angegeben sind die Mittelwerte und 












16,78±1,92 21,10±6,80 23,56±1,99 25,70±8,1 21,20±6,30 
Distanz 
(µm) 




0,05±0,01 0,08±0,07 0,06±0,00 0,08±0,05 0,10±0,06 
Zeit in Bewegung 
(%) 




0,03±0,01 0,05±0,04 0,04±0,01 0,05±0,04 0,05±0,04 
Displacement 
(%) 
53,30±14,14 73,30±5,00 66,7±0,00 80,00±5,00 80,00±5,00 
 
Besonders deutlich ist der Effekt auf die zurückgelegte Distanz mit einer 2,25-fachen 
Erhöhung bei 100ng/ml EGF (s. Abbildung 4.6). Daraus lässt sich schließen, dass der 
promigratorische Effekt nicht alleine auf eine Rekrutierung nicht-wandernder Zellen 
zurückzuführen ist, sondern auch auf eine Verkürzung der Wanderungspausen und eine 
damit verbundene längere Wanderungsstrecke. EGF ist folglich in der Lage die 
Migrationseigenschaften der CMT-U-27-Zellen zu beeinflussen. Eine 
Konzentrationsabhängigkeit der beobachteten Effekte von EGF auf die Migration der 
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Kontrolle 10ng/ml EGF 50ng/ml EGF 100ng/ml EGF 200ng/ml EGF
 
Abbildung 4.6: Einfluss von EGF auf die aus den Migrationsversuchen mit CMT-U-27-
Zellen ermittelten Parameter; für eine bessere Vergleichbarkeit wurden 
die Werte der unbehandelten Kontrollzellen=1 gesetzt 
 
Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit dem Tumorpromotor PMA inkubiert. (s. 
Abbildung 4.7). Der Versuch zeigte eine deutliche Stimulierbarkeit der Zellen mit 
































Kontrolle 5 ng/ml PMA  
Abbildung 4.7: Stimulation der spontanen Migration von CMT-U-27 Zellen durch 
PMA; die Wanderungsaktivität der Zellen steigt mit PMA von 18,29% auf 
60,75% (n=4) 
 
Als nächstes sollte untersucht werden, ob Mistelextrakte in der Lage sind, die 
stimulierte Wanderung von den CMT-U-27-Zellen zu beeinflussen. Da in der 
Tiermedizin noch wenig therapeutische Erfahrung mit dem Einsatz von Mistelextrakten 
bei kaninen Mammatumoren vorliegt, wurde in den Versuchen Iscador® M, das 
Mistelpräparat das oft in der Humanmedizin bei der Behandlung von 
Brustkrebspatienten eingesetzt wird, verwendet. In den vorherigen Versuchen hat sich 
gezeigt, das sich die Migration am besten mit PMA stimulieren lässt. Um 
herauszufinden ob Iscador® M, einen Einfluss auf die stimulierte Wanderung hat, 
wurden Experimente mit PMA alleine und mit PMA zuzüglich Iscador® M durchgeführt 
(s. Abbildung 4.8). Die Auswertung dieser Versuche zeigt deutlich das Iscador® M in 
der Lage ist, die stimulierte migratorische Aktivität der Zellen von 62,51±11,99% auf 
37,96±0,77% (n=2) zu senken, wobei der Mistelextrakt allein die Migration nicht 




























Kontrolle 5ng/ml PMA 6µg/ml Iscador M 5ng/ml PMA+6µg/ml Iscador M
 
Abbildung 4.8: Hemmung der PMA-stimulierten Wanderung von CMT-U-27-Zellen 
durch Iscador® M; bei den mit PMA und Mistelextrakt inkubierten Zellen 
liegt die stimulierte Wanderungsaktivität niedriger als mit PMA alleine, 
Iscador® M alleine hat keinen Einfluss auf die Migration; das Diagramm 
zeigt die Mittelwerte aus zwei unabhängigen Versuchen 
 
Abbildung 4.9 zeigt, dass PMA einen promigratorischen Effekt auf alle errechneten 
Parameter hat. Die deutliche Steigerung der migratorischen Aktivität äußert sich am 
ausgeprägtesten bei der zurückgelegten Distanz (8,49-fach erhöht gegenüber den 
unstimulierten Einzelzellen) und der Geschwindigkeit der Einzelzellen (8,5-fach erhöht 
gegenüber den unstimulierten Einzelzellen). Vergleichsweise gering ist der Einfluss auf 
die Velocity (3,38-fach erhöht gegenüber der unbehandelten Kontrolle). Inkubiert man 
die mit PMA stimulierten Zellen zusätzlich mit Iscador® M hat dies einen hemmenden 
Einfluss auf die durch PMA stimulierten Parameter. Besonders ausgeprägt ist diese 
Hemmung in Bezug auf die Distanz (von 8,49-fach auf 3,60-fach) und die 
Geschwindigkeit (von 8,50-fach auf 3,63-fach). Die niedrigere migratorische Aktivität 
der Zellen kommt also nicht nur durch eine geringere Anzahl von wandernden Zellen 
zustande, sondern auch durch eine Verlängerung der Wanderungspausen und eine 
niedrigere Wanderungsgeschwindigkeit. Der Zeitraum, in dem die einzelnen Zellen 
wandern wird kürzer und in gleichem Maße verkürzt sich die zurückgelegte Distanz. 
Damit wird die migratorische Aktivität der Gesamtpopulation gesenkt. 
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Tabelle 4.3: Einzelwerte der durchgeführten Migrationsexperimente mit CMT-U-27 mit 
PMA und Iscador® M; angegeben sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus zwei unabhängigem Versuchen 






18,92±0,64 62,51±11,99 18,85±1,36 37,96±0,77 
Distanz 
(µm) 
19,35±0,25 164,38±53,11 21,69±6,01 69,71±2,62 
Velocity 
(µm/min) 
0,08±0,00 0,27±0,04 0,10±0,03 0,19±0,01 
Zeit in Bewegung 
(%) 
19,78±0,78 62,79±11,82 19,00±3,35 38,63±0,85 
Geschwindigkeit 
(µm/min) 
0,04±0,00 0,34±0,11 0,05±0,01 0,15±0,01 
Displacement 
(%) 
78,34±2,35 100,00±0,00 85,00±11,78 96,67±0,00 
 
Eine Inkubation der Zellen mit Iscador® M alleine hat keinen Einfluss auf die 
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Kontrolle 5ng/ml PMA 6µg/ml Iscador M 5ng/ml PMA+6µg/ml Iscador M  
Abbildung 4.9: Einfluss von PMA, Iscador® M und beiden Stoffen gemeinsam auf die 
verschiedenen Parameter der Migration von CMT-U-27-Zellen; für eine 
bessere Übersicht wurden die Werte der unbehandelten Kontrollzellen =1 
gesetzt. 
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4.2 Untersuchungen an humanen B-NHL-Zelllinien 
4.2.1 Charakterisierung der Zelllinien DoHH2, WSU-NHL und Sc-1 in Bezug auf 
die Oberflächenexpression von IL-6R und gp130 und eines funktionellen 
IL-6-Rezeptorkomplexes 
 
Als Nachweis für die Oberflächenexpression von IL-6R und gp130 wurden 
durchflusszytometrische Messungen an unbehandelten Zellen durchgeführt. Sie zeigen, 
dass beide Oberflächenproteine auf allen untersuchten B-NHL-Zelllinien exprimiert 
werden (s. Abbildung 4.10 A). 
Um sicher zu gehen, dass die Zellen auch über einen funktionalen IL-6-
Rezeptorkomplex verfügen, der eine Signaltransduktion von IL-6 über 
tyrosinphosporyliertes STAT3 (PY-STAT3) induziert, sollte mit Hilfe des Western-
Blots PY-STAT3 nachgewiesen werden. Dazu wurden die Zellen über verschiedene 
Zeiträume (5min, 10min und 15min) mit 20ng IL-6/0,1×106 Zellen inkubiert. Als 
Negativkontrollen dienten unbehandelte Zellen.  
Abbildung 4.10 B zeigt das Vorhandensein von tyrosinphosphoryliertem STAT3 bei 
Inkubation der untersuchten Zelllinien DoHH2 und WSU-NHL mit IL-6. Demnach 
existiert ein funktionaler IL-6-Rezeptorkomplex auf diesen beiden getesteten Zelllinien. 
Bei den Sc-1-Zellen konnte dagegen kein PY-STAT3 in den gewählten 








   A 
B 
Abbildung 4.10: 
Nachweis eines funktionalen IL-6 
Rezeptorkomplexes auf B-NHL-Zelllinien                 
(A) Durchflusszytometrische Messungen: Die 
beiden Rezeptorkomponenten IL-6R und gp130 
werden auf der Zelloberfläche von allen 
getesteten Zelllinien exprimiert; der Isotyp-
Peak ist grau unterlegt, der Antikörper-Peak 
schwarz umrandet (B) Western-Blots von PY-
STAT3: Der Nachweis von 
tyrosinphosphoryliertem STAT3 nach IL-6 
Stimulation gelang nur bei den DoHH2- und 
WSU-NHL-Zellen.                                                                     
Die B-NHL-Zelllinien DoHH2 und WSU-NHL 
besitzen einen funktionalen IL-6 
Rezeptorkomplex bei den Sc-1-Zellen fehlt der 
Nachweis von PY-STAT3; es handelt sich um 
eine repräsentative Darstellung einer 
Einzelbestimmung von n=3 Messungen 
61 
4.2.2 Inkubation der Zellen mit Iscador® P 
 
Durch eine Inkubation der Zellen mit Iscador® P sollte untersucht werden, ob der 
Mistelextrakt einen Einfluss auf die Genexpression von IL-6 und seinen 
Rezeptorkomponenten IL-6R und gp130 hat. Eine Hochregulation dieser Gene könnte 
einerseits zu einer Sekretion von IL-6 und damit zu einer autokrinen Stimulation der 
Zellen oder durch verstärkte Präsenz der Rezeptorkomponenten auf der Zelloberfläche 
zu einer erhöhten Ansprechbarkeit für IL-6 führen. Um eine autokrine Stimulation 
auszuschließen, wurden von den über unterschiedliche Zeiträumen (6h, 24h, 48h, 72h 
und verschiedenen Iscador® P-Konzentrationen (0µg/ml, 0,15µg/ml, 1,5µg/ml, 
15µg/ml, bezogen auf 0,2×10
6
 Zellen/ml) inkubierten Zellen Proben entnommen und 
auf unterschiedlichen Ebenen der Proteinsynthese untersucht: quantitative Real-Time-
RT-PCR, um die mRNS-Menge der zu untersuchenden Gene zu bestimmen; 
Durchflusszytometrie, um die Oberflächenexpression der Zellen von IL-6R (CD126) 
und gp130 (CD130) zu messen und ELISA, um die Zellkulturüberstände auf Sekretion 
von IL-6, sIL-6R und sgp130 zu testen. 
 
4.2.3 Einfluss des Iscador® P auf die Genexpression von IL-6, IL-6R und gp130 
 
Nach Betrachtung der Genexpression der Zielgene bei mit Iscador® P inkubierten Zellen 
lässt sich sagen, dass in keiner untersuchten Zelllinie eine Regulation der Zielgene 
durch Iscador® P festzustellen ist (s. Tabelle 4.4). Die Werte schwanken, 
konzentrations- und zeitunabhängig,  alle in einem engem Bereich um die 
Kontrollwerte. Zur besseren Übersicht wurden in Tabelle 4.4 die Werte der einzelnen 
Inkubationszeiten stets auf die dazugehörige Kontrolle (= unbehandelte Zellen) 






Tabelle 4.4: Relative Genexpression von IL-6 und seinen Rezeptorkomponenten IL-6R 
und gp130; die Werte der unbehandelten Kontrollzellen wurden gleich 1 
gesetzt; es handelt sich um Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei 
voneinander unabhängigen Versuchen 
gp130 IL-6R IL-6 gp130 IL-6R IL-6
0 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00
0,15 1,44±0,75 1,03±0,12 1,21±0,61 0,92±0,18 1,11±0,10 0,59±0,11
1,5 1,26±0,22 0,96±0,11 1,10±0,31 1,08±0,09 1,14±0,26 0,99±0,35
15 0,93±0,37 0,81±0,14 1,05±0,48 0,85±0,17 0,79±0,19 1,24±0,55
0 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00
0,15 1,00±0,02 1,02±0,24 1,00±0,14 0,89±0,24 1,16±0,25 1,13±0,93
1,5 0,96±0,04 1,24±0,11 1,06±0,26 1,03±0,33 1,17±0,32 1,42±1,14
15 0,95±0,11 1,03±0,06 1,13±0,48 1,02±0,30 1,30±0,47 1,40±0,68
0 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00
0,15 0,90±0,17 1,13±0,44 0,88±0,39 0,96±0,05 1,19±0,62 0,85±0,01
1,5 0,77±0,20 1,37±0,82 0,94±0,24 1,05±0,32 1,06±0,44 1,15±0,24
15 0,82±0,20 0,78±0,08 1,03±0,50 1,05±0,30 1,28±0,95 1,07±0,52
gp130 IL-6R IL-6 gp130 IL-6R IL-6
0 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00
0,15 1,23±0,26 1,04±0,39 0,95±0,36 0,96±0,03 1,08±0,31 2,10±1,54
1,5 0,98±0,19 1,10±0,21 0,96±0,41 1,10±0,15 0,98±0,30 1,79±1,43
15 0,86±0,21 1,03±0,17 1,02±0,33 1,15±0,07 1,19±0,28 1,60±1,59
0 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00
0,15 0,87±0,10 0,88±0,21 0,99±0,11 1,09±0,20 1,03±0,27 1,23±0,27
1,5 0,89±0,05 1,08±0,29 1,03±0,15 1,17±0,21 1,28±0,05 2,86±2,89
15 0,93±0,02 0,86±0,12 1,33±0,40 1,17±0,07 1,01±0,13 1,20±0,33
0 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00 1,00±0,00
0,15 1,12±0,19 1,50±0,86 2,44±1,13 1,02±0,25 0,94±0,38 1,37±0,00
1,5 0,90±0,19 1,30±0,20 1,59±0,25 1,15±0,26 0,99±0,19 1,41±0,23










































4.2.4 Einfluss von Iscador® P auf die Oberflächenexpression von IL-6R (CD126) 
und gp130 (CD130) 
 
Wie auch die Genexpression, wurde im Vorfeld die Oberflächenexpression von IL-6R 
(CD126) und gp130 (CD130) auf den unbehandelten Zellen untersucht. Sämtliche 
Zelllinien wiesen eine deutliche Expression der Zielproteine auf der Oberfläche auf (s.  
Abbildung 4.10 A) .Im Laufe der Versuche konnte bei den untersuchten follikulären B-
NHL-Zelllinien keine Veränderung der Expression von IL-6R und gp130 nachgewiesen 
werden.  
Abbildung 4.11 (DoHH), Abbildung 4.12 (WSU-NHL) und Abbildung 4.13 (Sc-1) 
zeigen eine Übersicht der erfolgten Messungen der getesteten Zelllinien. Die 
Abbildungen zeigen, dass es im Laufe der durchgeführten Versuche zu keiner 
Verschiebung des Antikörperpeaks zum Isotyppeak kam. Somit kann festgestellt 
werden, dass eine Inkubation mit Iscador® P auf den untersuchten Zellen weder zu einer 
erhöhten Expression der Zielproteine IL-6R und gp130 auf der Zelloberfläche, noch zu 































Abbildung 4.11: Durchflusszytometrische Messungen zur Bestimmung der Expression 
von IL-6R(A) und gp130 (B) auf der Oberfläche von der B-NHL-Zelllinie 
DoHH2 bei unterschiedlichen Konzentrationen von Iscador® P; Isotyp-Peak ist 
grau unterlegt, Ak-Peak schwarz umrandet;es handelt sich um  repräsentative 





























































Abbildung 4.12: Durchflusszytometrische Messungen zur Bestimmung der Expression 
von IL-6R(A) und gp130 (B) auf der Oberfläche von der B-NHL-Zelllinie 
WSU-NHL bei unterschiedlichen Konzentrationen von Iscador® P; Isotyp-Peak 
ist grau unterlegt, Ak-Peak schwarz umrandet;es handelt sich um  
repräsentative Kurven von n=3 Messungen 



















































Abbildung 4.13: Durchflusszytometrische Messungen zur Bestimmung der Expression 
von IL-6R(A) und gp130 (B) auf der Oberfläche von der B-NHL-Zelllinie 
Sc-1 bei unterschiedlichen Konzentrationen von Iscador® P; Isotyp-Peak ist 
grau unterlegt, Ak-Peak schwarz umrandet;es handelt sich um  
repräsentative Kurven von n=3 Messungen 
 
gp130 (CD130) 


























4.2.5 Einfluss von Iscador® P auf die Sekretion von IL-6, sIL-6R und sgp130 
 
Um zu untersuchen, ob eine autokrine Stimulation der Zellen vorliegt, wurden die 
Zellkulturüberstände zu den unter 4.2.3 angegebenen Zeitpunkten und Konzentrationen 
mittels ELISA auf IL-6, sIL-6R und sgp130 getestet. Die Nachweisgrenzen für die 
Zielproteine lagen für IL-6 bei 0,7pg/ml, für sIL-6R bei 6,5pg/ml und für sgp130 bei 
0,05ng/ml.  
Für die drei B-NHL-Zelllinien waren sämtliche Assays negativ. Eine Sekretion der 
Zielproteine, ausgelöst durch Iscador® P, kann daher ausgeschlossen werden.  
Tabelle 4.5: Übersicht der ELISA-Ergebnisse für die einzelnen Zelllinien (n=3) 
 IL-6 gp130 IL-6R 
DoHH2  negativ  negativ  negativ  
Sc-1  negativ  negativ  negativ  




Vorversuche sollten zeigen, welche Auswirkungen eine Inkubation mit IL-6 auf die B-
NHL-Zelllinien hat. Zusätzlich sollte mit Hilfe dieser Experimente die optimale IL-6-
Konzentration für weitere Wachstumskurven mit IL-6 alleine und zuzüglich Iscador® P 
ermittelt werden. Diese Versuche wurden mit den B-NHL-Zelllinien DoHH2, Sc-1 und 
WSU-NHL durchgeführt. Gemäß der alle 24h bestimmten Zellzahl wurde den Zellen 
IL-6 und gegebenenfalls Iscador® P zum Medium gegeben (siehe unter 3.2.1.4).  
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4.2.7 Wachstumskurven mit IL-6 
 
Bei den Wachstumskurven war erwartungsgemäß ein proliferativer Effekt ausgelöst 
durch IL-6 (s. Abbildung 4.14) zu beobachten. Da sich in den Vorversuchen gezeigt hat, 
dass IL-6 in den beiden getesteten Konzentrationen von 1ng/ml und 10ng/ml 
vergleichbare Effekte hervorruft (Ergebnisse nicht gezeigt), wurde bei allen drei 
Zelllinien 1ng/ml IL-6 für weitergehende Untersuchungen eingesetzt. 
4.2.8 Wachstumskurven mit IL-6 und Iscador® P 
 
Anhand von weiteren Wachstumskurven sollte herausgefunden werden, ob Iscador® P 
einen Einfluss auf den proliferativen Effekt von IL-6 hat. Es wurden deshalb 
Wachstumskurven unter Zugabe von IL-6 und Iscador® P mit den in Abschnitt 3.2.1.4 
beschriebenen Konzentrationen erstellt (IL-6: 1ng/ml; Iscador® P: 0µg/ml, 0,15µg/ml, 
1,5µg/ml, 15µg/ml).  
In den Wachstumskurven zeigte sich wieder der proliferative Effekt von IL-6. Die 
Zellen, deren Medium nur IL-6 zugesetzt wurde, wiesen die höchsten 
Proliferationsraten auf. Die Zellen, denen IL-6 und Iscador® P zugeführt wurden, lagen 
in den Wachstumskurven sehr oft unterhalb der unbehandelten Zellen (Kontrollzellen), 
fast ausnahmslos aber unterhalb der mit IL-6 stimulierten Zellen. Abbildung 4.14 zeigt 
repräsentative Beispiele von Wachstumskurven der drei getesteten Zelllinien DoHH2, 
WSU-NHL und Sc-1. Die Daten zeigen, dass die mit IL-6 und Iscador® P inkubierten 
Zellen in ihrer Zellzahl stets unter denen nur mit IL-6 behandelten Zellen liegen und bis 
auf eine Ausnahme sogar unter der Zellzahl von unbehandelten Kontrollzellen. Eine 
Dosis-Wirkungsabhängigkeit lässt sich in diesen Versuchen nicht eindeutig feststellen, 
doch zeigt die höchste Iscador® P-Konzentration bei den WSU-NHL- und den Sc-1-
Zellen den größten Effekt. Bei diesen Zelllinien gehen auch die mit IL-6 und 
Mistelpräparat in der höchsten Konzentration inkubierten Zellen schneller in die 






























































Kontrolle 1ng IL-6/ml 1ng IL-6/ml+0,15µg Iscador P/ml 1ng IL-6/ml+1,5µg Iscador P/ml 1ng IL-6/ml+15µg Iscador P/ml  
 
Abbildung 4.14: Wachstumskurven mit IL-6 und Iscador® P der getesteten Zelllinien, 


































































































Kontrolle 1ng IL-6/ml 1ng IL-6/ml+0,15µg Iscador P/ml 1ng IL-6/ml+1,5µg Iscador P/ml 1ng IL-6/ml+15µg Iscador P/ml  
 
Abbildung 4.15: Wachstumskurven mit IL-6 und Iscador® P der getesteten Zelllinien, 
DoHH2 (A), WSU-NHL (B), und Sc-1 (C); für eine bessere Vergleichbarkeit 
wurden die Werte der unbehandelten Kontrollzellen=1 gesetzt; die Werte sind 








Um den Effekt von IL-6 alleine und zusammen mit Iscador® P auf das Wachstum zu 
verdeutlichen sind in Abbildung 4.15 die absoluten Zellzahlen/ml der unbehandelten 
Kontrollzellen gleich eins gesetzt. In der Abbildung dargestellt sind die Mittelwerte aus 
drei voneinander unabhängigen Versuchen. Die allein mit IL-6 inkubierten Zellen 
zeigen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen ein statistisch signifikant 
erhöhtes Wachstum (p<0,05, s. Tabelle 4.6). Werden die Zellen noch zusätzlich mit 
Iscador® P inkubiert, liegen die Werte stets unter denen von IL-6 alleine, bei der 
höchsten untersuchten Iscador® Konzentration von 15µg/ml sogar unter den Werten der 
unbehandelten Kontrollzellen (s. Abbildung 4.15). Dabei weist die Kurve der mit IL-6 
und 15µg/ml Iscador® P behandelten Zellen bei allen untersuchten Zelllinien einen 
statistisch signifikanten Unterschied zu der Kurve von nur mit IL-6 behandelten Zellen 
(s. Tabelle 4.6) auf (p<0,05). 
Tabelle 4.6: Statistische Auswertung der Wachstumskurven unter verschiedenen 
Kulturbedingungen; es wurde ein ungepaarter, ungerichteter T-Test 
durchgeführt, eine Irrtumswahrscheinlichkeit von fünf Prozent (p<0,05) 




































4.2.9 Genexpression apoptoserelevanter Gene in Zellen aus den 
Wachstumskurven  
 
Um die Untersuchung der Expression apoptoserelevanter Gene unter Einfluss von IL-6 
und Mistelextrakt möglich zu machen, wurden während der Wachstumskurven zu 
Beginn der logarithmischen Wachstumsphase, gegen Ende der logarithmischen 
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Wachstumsphase und in der Plateauphase Zellen entnommen. Von diesen Zellen wurde 
Gesamt-RNS aufgearbeitet, in cDNS umgeschrieben und die Genexpression der 
gewünschten Zielgene mittels Real-Time-RT-PCR bestimmt. Die Wachstumskurven 
wurden mit der Sc-1- sowie der WSU-NHL-Zelllinie durchgeführt.  
4.2.10 Genexpression von bcl-2, bax, bcl-xl und bad  
 
Um einen Zusammenhang zwischen der in der Wachstumskurve beobachteten 
Hemmung des IL-6-Effekt durch Iscador® P und einer möglichen Apoptoseinduktion 
herstellen zu können, wurden die apoptoserelevanten Gene bcl-2, bax, bcl-xl und bad 
untersucht. Da die Hemmung der von IL-6 mediierten Proliferation bei 0,15µg/ml 
Iscador® P am wenigsten ausgeprägt war, wurden die Messungen der Genexpression 
nur mit Zellen durchgeführt, die mit IL-6 alleine und IL-6 zusammen mit 1,5µg/ml bzw. 
15µg/ml Iscador® P inkubiert wurden, durchgeführt. 
Bei den WSU-NHL-Zellen zeigt sich bei bcl-xl und bad ein recht einheitliches 
Genexpressionsprofil (s. Abbildung 4.16 A+C). Es ist keinerlei regulatorischer Einfluss 
des Iscador® P zu erkennen. In den nur mit IL-6 inkubierten Zellen ist die bcl-xl-
Expression gegenüber der unbehandelten Kontrolle stets um das ca. 1,5-fache erhöht. 
Diese Werte liegen auch höher als die der mit IL-6 und Iscador® P inkubierten Zellen. 
Ein leichter pro-apoptotischer Einfluss von Iscador® P ist möglich. Die Expression von 
bcl-2 (s. Abbildung 4.16 B) verändert sich nur wenig, wobei sie bei den nur mit IL-6 
behandelten Zellen stets höher als in den Kontrollzellen und den Zellen, die zusätzlich 
mit Iscador® P behandelt wurden, liegt. Die Genexpression von bax (s. Abbildung 4.16 
D) zeigt bei den mit IL-6 und der niedrigeren Iscador® P-Konzentration eine leichte 
Erhöhung. Diese ist besonders deutlich bei den Zellen, die mit IL-6 und der höheren 
Iscador® P-Konzentration inkubiert wurden (bis zu 2,5-fach erhöht). Betrachtet man nun 
den bcl-2/bax-Quotienten (s. Abbildung 4.16 F) liegen die der mit Iscador® P und IL-6 
behandelten Zellen ausnahmslos unter denen der nur mit IL-6 behandelten. Die 
Diagramme zeigen eine Konzentrationsabhängigkeit. Der bcl-xl/bad-Quotient 
(Abbildung 4.16 E) bleibt im Verlauf der Versuche relativ konstant. Er ist aber bei den 
nur mit IL-6 und zusätzlich mit 1,5µg/ml Iscador® P inkubierten Zellen stets leicht 
erhöht und liegt bei den mit IL-6 und 15µg/ml Iscador® P behandelten Zellen bei gleich 
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oder leicht unter den unbehandelten Kontrollzellen. Bei dieser Zelllinie lassen die 
durchgeführten Expressionsstudien der apoptoserelevanten Gene bcl-2, bax und bcl-xl, 
bax eine Vermutung der Wirkungsweise von Iscador® P in bezug auf den Effekt von IL-
6 zu. Es liegt die Vermutung nahe, dass die von IL-6 hervorgerufene Verschiebung 
speziell des bcl-2/bax-Quotienten in Richtung anti-Apoptose umgekehrt werden kann. 
Beim bcl-2/bax-Quotienten ist sogar eine Konzentrationsabhängigkeit zu erkennen. 
Aufgrund der in diesen Versuchen aufgezeigten Tendenzen wurden weitere 
Experimente durchgeführt, um die Rolle der Apoptose im Zusammenhang mit dem 
Mistelpräparat Iscador® P bei weiteren B-NHL-Zelllinien zu untersuchen. Bei den Sc-1-
Zellen zeigte sich bei den Zielgenen bcl-xl und bad keinerlei regulatorischer Einfluss 
der Inkubation mit IL-6 zusammen mit Iscador® P auf die Genexpression der Zielgene 
(s. Abbildung 4.17 A+C). Dabei liegt die Expression von bad bei alleine mit IL-6 
inkubierten Zellen stets oberhalb derer von denen die zusätzlich mit Iscador® P 
behandelt wurden. Bei bcl-2 zeigt sich ein uneinheitliches Genexpressionsprofil. Die 
Werte liegen bei fast allen Messungen deutlich über der Expression der unbehandelten 
Kontrollzellen (s. Abbildung 4.17 B). Die Expression von bax erscheint bei allen Zellen 
einheitlich (s. Abbildung 4.17 D). Trotzdem liegt der bcl-2/bax-Quotient bei den mit IL-
6 alleine und zusammen mit Iscador® P inkubierten Zellen fast ausnahmslos über den 
Kontrollzellen (s. Abbildung 4.17 F). 
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 Kontrolle  IL-6  IL-6+1,5µg Iscador P  IL-6+15µg Iscador P
 
Abbildung 4.16: Genexpression apoptoserelevanter Gene in WSU-NHL-Zellen im 
Verlauf der Wachstumskurven mit IL-6 und Iscador® P; A-D: relative Häufigkeit der 
Genexpression von bcl-2, bax, bcl-xl und bad; E und F: die daraus errechneten 
Quotienten bcl-2/bax und bcl-xl/bad; die Werte sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus drei unabhängigen Versuchen; die Sternchen markieren 
statistisch signifikante Veränderungen (p<0,05)  
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 Kontrolle  IL-6  IL-6+1,5µg Iscador P  IL-6+15µg Iscador P
 
Abbildung 4.17: Genexpression apoptoserelevanter Gene in Sc-1-Zellen im Verlauf der 
Wachstumskurven mit IL-6 und Iscador® P; A-D: relative Häufigkeit der Genexpression 
von bcl-2, bax, bcl-xl und bad; E und F: die daraus errechneten Quotienten bcl-2/bax 
und bcl-xl/bad; die Werte sind Mittelwerteund Standardabweichungen aus drei 
unabhängigen Versuchen)  
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4.2.11 Iscador® P und Apoptose 
 
Nachdem durch Genexpressionsstudien der apoptoserelevanten Gene bcl-2 und bax bei 
der Zelllinie WSU-NHL angenommen werden kann, dass der in den Wachstumskurven 
mit IL-6 beobachtete Survivaleffekt und die durch Iscador® P induzierte Hemmung 
desselben über den für die Apoptose wichtigen bcl-2/bax-Weg geregelt werden, war 
nun der nächste Schritt den Vorgang der Apoptose nachzuweisen. Es sollte durch 
Quantifizierung der apoptotischen Zellen bei den unterschiedlichen Kulturbedingungen 
(unbehandelte Zellen, nur mit IL-6 inkubierte und mit IL-6 und Iscador® P inkubierte 
Zellen) die Fähigkeit von Iscador® P nachgewiesen werden Apoptose auszulösen. Dazu 
wurde das Vybrant® Apoptosis Assay Kit #11 der Firma Molecular Probes gemäß den 
Herstellerangaben genutzt. Werden die angefärbten Zellen unter dem konfokalen Laser 
Scanning Mikroskop betrachtet, lassen sich drei Populationen von Zellen unterscheiden. 
Native Zellen verfügen über ein intaktes mitochondriales Transmembranpotential und 
werden daher von MitoTracker Red rot angefärbt (Abbildung 4.18 A: linke Zelle), PS 
befindet sich nur auf der inneren Seite der Plasmamembran macht dadurch keine 
Bindung an Annexin V möglich und lässt sich folglich nicht grün anfärben. Im frühen 
Stadium der Apoptose wird PS an die Membranaußenseite transloziert und macht eine 
Bindung des grünen Farbstoffes möglich. Die Zelle erscheint noch rotgefärbt mit einem 
grünen Rand. Typisch für eine Zelle in der Frühphase der Apoptose ist die auftretende 
Blasenbildung der Plasmamembran (mit dem Pfeil markiert) (Abbildung 4.18 A: rechte 





bar = 10µm 
 
Abbildung 4.18: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von WSU-NHL-Zellen aus einer 
Wachstumskurve mit IL-6 und 15µg Iscador® P, Tag 2 A: links eine intakte 
Zelle, rechts eine Zelle im frühen Stadium der Apoptose, PS ist an die 









4.2.12 Apoptose-Assay aus der Wachstumskurve mit IL-6 und Iscador® P 
 
Mit Hilfe der Quantifizierung apoptotischer Zellen sollte festgestellt werden, ob die 
Koinkubation von Iscador® P zu IL-6 einen Einfluss auf die Anzahl der apoptotischen 
Zellen hat.  
 












Abbildung 4.19: Apoptose-Assay (Vybrant® Apoptosis Assay Kit #11 der Firma 
Molecular Probes) in WSU-NHL-Zellen mit IL-6 und IL-6+Iscador® P; 
die Anzahl der apoptotischen Zellen (re. o. Quadrant) liegt bei den mit 
Iscador® P und IL-6 inkubierten Zellen deutlich über denen die nur mit IL-
6 behandelt wurden; repräsentative Darstellung von n=2 Messungen 
 
Die Quantifizierung der apoptotischen Ereignisse unter verschiedenen 
Kulturbedingungen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Dafür wurden 
Wachstumskurven gemäß 3.2.1.4 (ohne die niedrigste Konzentration von 0,15µg/ml) 
erstellt. Die Entnahme der Proben erfolgte am 2. Tag und die Zellen wurden nach den 
Anweisungen des Vybrant® Apoptosis Assay Kit #11 für die durchflusszytometrische 
Messung aufbereitet. Der Dot-Blot wurde in Quadranten unterteilt, sodass sich im 
linken oberen Quadranten die stark rot und gar nicht bis sehr wenig grün leuchtenden 
Zellen (= lebenden, intakten Zellen mit ungestörtem Mitochondrienpotential) befinden 
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und im rechten oberen Quadranten die Zellen zu finden sind, die neben rot auch 
vermehrt grün leuchten (=Zellen in einem frühen Stadium der Apoptose, die PS auf der 
Zelloberfläche präsentieren). 
Abbildung 4.19 zeigt die Ergebnisse der Messung. Der Anteil der apoptotischen 
Ereignisse steigt von 2,53% bei den ausschließlich mit IL-6 inkubierten Zellen auf 
10,18% bei Koinkubation mit 1,5µg Iscador® P/ml bzw. 6,76% bei Koinkubation mit 
15µg Iscador® P/ml. Die Messungen zeigen, dass in der Zellpopulation die zusätzlich zu 





Tumorerkrankungen bei Tieren spielen eine große Rolle in der Kleintierpraxis. Der 
kanine Mammatumor ist die bei Hündinnen die am häufigsten auftretende tumoröse 
Erkrankung (DORN u. Mitarb. 1968) und stellt somit einen Routinefall dar. 
Therapeutisch gibt es für den behandelnden Tierarzt wenig Möglichkeiten. Meist 
erstreckt sich die Therapie im Entfernen des oder der Tumore. Für eine zusätzliche 
Chemotherapie des kaninen Mammakarzinoms gibt es zur Zeit noch kein nachweislich 
erfolgreiches zytostatisches Behandlungsprotokoll (persönliche Mitteilung Prof. Dr. vet. 
med. Johannes Hirschberger, 1. Medizinische Tierklinik der Universität München, 
05.09.2005). 
Da ein Zusammenhang zwischen der Zellmotilität von Tumorzellen und ihrem Potential 
Metastasen zu bilden besteht (GRIMSTAD 1988, WACH u. Mitarb. 1996), sind 
Erkenntnisse über die Mechanismen der Zellmigration und ihre mögliche Beeinflussung 
sehr wichtig. Aufgrund der Tatsache, dass der Krebspatient, in der Veterinärmedizin 
genauso wie in der Humanmedizin, nicht an seinem Primärtumor, sondern an den sich 
daraus entwickelnden Metastasen stirbt, stellt die Hemmung der Tumorzellmigration 
ein Hauptziel der Tumorbehandlung dar. Dadurch könnte eine Progression der 
Erkrankung durch Metastasenbildung verhindert oder zumindest verzögert werden 
(ZÄNKER 1997). Basierend auf diesen Tatsachen wurden in dieser Arbeit erstmals 
Migrationstudien an einer kaninen Mammatumorzelllinie durchgeführt. Dabei sollte 
herausgefunden werden, welche physiologischen Substanzen einen Einfluss auf die 
Migration haben. Danach sollte untersucht werden, ob der Mistelextrakt Iscador® M in 
der Lage ist die Migration der Tumorzellen zu beeinflussen. Durchgeführt wurden die 
Experimente an der kaninen Mammatumorzelllinie CMT-U-27. Die Zelllinie entstammt 
von einer 14-jährigen Pudelhündin. Histologisch handelt es sich um ein infiltrierendes 
duktuläres Karzinom mit Metastasen in den regionalen Lymphknoten und an der 
serösen Oberfläche der Blase. Die Zellen wurden während der operativen Behandlung 
durch eine Fein-Nadel-Biopsie entnommen (HELLMEN 1992).  
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Da in der Behandlung von veterinärmedizinischen Mammatumorpatienten mit einer 
Misteltherapie noch sehr wenig Erfahrungswerte bestehen, wurde für diese Versuche 
mit Iscador® M ein Mistelpräparat ausgewählt, dass in der Humanmedizin häufig bei 
Brutskrebspatientinnen eingesetzt wird (BÜSSING u. Mitarb. 2005a, SCHINK u. 
Mitarb. 2005, VON HAGENS u. Mitarb. 2005). Da in dieser Arbeit erstmals 
Migrationsstudien mit Iscador® M durchgeführt wurden, orientiert sich die bei den 
Migrationsversuchen eingesetzte Iscador® M-Konzentration an der höchsten 
Konzentration, die bei den Versuchen mit den B-NHL-Zellen eingesetzt wurde. Das 
entspricht bei 8×104 Zellen und 6µg Iscador® M pro Migrationskammer einer 
Konzentration von 15µg/ml/0,2×106 Zellen.  
Die in dieser Studie verwendete Zellline CMT-U-27 weist eine spontane Migration von 
ca. 20% auf, wobei diese durch die umgebende Kollagenmatrix induziert wird. Neben 
dieser Matrix-induzierten Migration existiert noch die Faktor-induzierte Migration, die 
durch exogene lösliche Komponenten wie z.B. Zytokine (inklusive 
Wachstumsfaktoren), Chemokine und Neurotransmitter induziert werden kann 
(ENTSCHLADEN u. ZÄNKER 2000). Interessant ist, dass beide Mechanismen 
unabhängig voneinander ablaufen, sich aber in der Gesamtheit addieren können. So 
weist z.B. die Blasenkarzinomzelllinie T24 eine spontane migratorische Aktivität von 
ca. 70% auf, die jedoch aus der Matrix-induzierten Migration und der IL-8 induzierten 
Migration resultiert (LANG u. Mitarb. 2002). T24 sekretieren IL-8, welches über einen 
autokrinen Loop die Migration der Zellen stimuliert. Nach Gabe von IL-8 spezifischen 
blockierenden Antikörpern lag die spontane, Matrix-induzierte Migration von T24 
Zellen nur noch bei rund 40%.  
Die in dieser Arbeit durchgeführten Migrationsstudien mit EGF und Noradrenalin 
zeigen, dass bei beiden Substanzen ein leichter promigratorischer Effekt erkennbar ist, 
der zudem dosisabhängig ist. Für EGF konnte die maximale Stimulation der Migration 
mit einer Konzentration von 100ng/ml erzielt werden (s. Abbildung 4.5), ein Wert, der 
auch für die humane Brustkrebszelllinie MDA-MB-468-HER2 beschrieben wurde 
(DITTMAR u. Mitarb. 2002a). Die MDA-MB-468-HER2 Zelllinie exprimiert neben 
EGFR auch den c-erbB-2 Rezeptor, der mit EGFR ein Heterodimer bildet. Erst durch 
die konstitutive Heterodimerisierung des c-erbB-2 Rezeptors mit EGFR wird ein 
motiler Phänotyp in den MDA-MB-468 Brustkarzinomzelllinien induziert, der auf einer 
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Modulation der Kinetik der Phospholipase C-γ1 (PLC-γ1)-Signaltransduktionskaskade 
beruht. Die Migration von parentalen MDA-MB-468 Zellen, die nur EGFR 
exprimieren, kann durch EGF nicht induziert werden. Da in der vorliegenden Arbeit 
eine Induktion der Migration von kaninen CMT-U-27 Mammatumorzellen durch EGF 
beobachtet wurde, liegt die Vermutung nahe, dass diese Zellen ebenfalls den c-erbB-2 
Rezeptor exprimieren. 
Für Noradrenalin wurde für die kanine CMT-U-27 Zelllinie eine optimale 
Konzentration von 1µM ermittelt (s. Abbildung 4.2). Mit der gleichen Noradrenalin 
Konzentration konnte Chemotaxis (DRELL u. Mitarb. 2003) nachgewiesen werden. In 
anderen Arbeiten wurde dagegen eine maximale Stimulation der Noradrenalin-
induzierten Migration von humanen Brustkarzinom- bzw. Kolokarzinomzelllinien mit 
10µM erzielt (MASUR u. Mitarb. 2001b). Im Gegensatz dazu konnte in der 
vorliegenden Arbeit keine Stimulation der Migration von CMT-U-27 Zellen mit 10µM 
Noradrenalin beobachtet werden (s. Abbildung 4.2). Da in der Arbeit von MASUR und 
Mitarb. (2001b) mit Zelllinien humaner Herkunft gearbeitet wurde, könnte die 
unterschiedliche Ansprechbarkeit der in dieser Arbeit untersuchten Zellen auf deren 
kanine Herkunft zurückzuführen sein. 
Obwohl beide Substanzen (EGF und Noradrenalin) die Migration von kaninen CMT-U-
27 Mammakarzinomzellen induzieren, so ist die Art der Induktion der Migration 
unterschiedlich. So zeigt die Analyse der Wanderungsparameter (Zahl der wandernden 
Zellen, Wanderungszeit, Velocity, Geschwindigkeit, Distanz), dass Noradrenalin einen 
leichten promigratorischen Effekt auf alle ermittelten Parameter hat. Die Erhöhung der 
lokomotorischen Aktivität ist also ein Mischeffekt aus dem Rekrutieren sich nicht 
bewegender Zellen und der Einflussnahme auf die Migrationseigenschaften der Zellen 
(s. Abbildung 4.4). Bei der EGF stimulierten kaninen CMT-U-27 
Mammakarzinomzelllinien kann ebenfalls bei allen ermittelten Migrationsparametern 
eine Erhöhung beobachtet werden. Die optimale Konzentration liegt bei 100ng/ml EGF. 
Besonders ausgeprägt ist der promigratorische Effekt auf die zurückgelegte Distanz mit 
einer 2,25-fachen Erhöhung bei 100ng/ml EGF. Daraus lässt sich schließen, dass der 
promigratorische Effekt nicht alleine auf eine Rekrutierung nicht wandernder Zellen 
zurückzuführen ist, sondern auch auf eine Verkürzung der Wanderungspausen und eine 
damit verbundene längere Wanderungsstrecke. Es wandern also nicht einfach nur mehr 
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Zellen, sondern EGF ist in der Lage das Migrationsverhalten der CMT-U-27-Zellen zu 
verändern (s. Abbildung 4.6). 
Als Positivkontrolle wurde der Tumorpromotor PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) 
verwendet, von dem bekannt ist, dass er durch Aktivierung der PKCα die Migration 
von Tumorzellen induziert (MASUR u. Mitarb. 2001a). Die PKCα ist ein 
Schlüsselenzym der Migration, da sie viele für die Zellwanderung wichtige Proteine 
phosphoryliert wie z.B. die fokale Adhäsionskinase (FAK) und MARCKS oder 
Adhäsionsmoleküle wie CD44 und die β-Kette von Integrinen. Damit beeinflusst sie die 
Bildung von fokalen Adhäsionskontakten und die Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts und beschleunigt so den Wechsel in der zellulären Morphologie. PMA 
führte bei den CMT-U-27-Zellen zu einer deutlichen Steigerung der migratorischen 
Aktivität (s. Abbildung 4.7), die sich in einem stimulatorischen Einfluss auf alle 
errechneten Migrationsparameter (Displacement, Zeit in Bewegung, Distanz, 
Geschwindigkeit und Velocity) äußert. Besonders deutlich ist die Stimulation bei der 
Geschwindigkeit der Zellen (8,50-fach erhöht) und der zurückgelegten Distanz (8,49-
fach erhöht) (s. Abbildung 4.9). Die Anzahl der wandernden Zellen (Displacement) 
steigt von 78,34±2,35% auf 100,00±0,00% (s. Tabelle 4.3). Aus den Daten lässt sich 
schließen, dass die durch PMA induzierte Erhöhung der migratorischen Aktivität durch 
eine erhöhte Geschwindigkeit zustande kommt, welche auf einer Verkürzung der 
Wanderungspausen beruht und nicht alleine durch eine vermehrte Rekrutierung sich 
nicht bewegender Zellen zu Stande kommt.  
Als nächstes sollte untersucht werden, ob Iscador® M in der Lage ist, die stimulierte 
Wanderung von CMT-U-27-Zellen zu beeinflussen. Da der stimulatorische Effekt mit 
PMA die deutlichste Ausprägung zeigt, wurden diese Experimente mit PMA und 
Iscador® M durchgeführt. Die gleichzeitige Behandlung der CMT-U-27-Zelllinie mit 
PMA und Iscador® M zeigte, dass Iscador® M hemmend auf den promigratorischen 
Effekt von PMA einwirkt (s. Abbildung 4.8). Besonders deutlich ist der hemmende 
Einfluss in der zurückgelegten Distanz und der Geschwindigkeit der Zellen (s. 
Abbildung 4.9). Die niedrigere migratorische Aktivität der Zellen kommt also nicht nur 
durch eine geringere Anzahl von wandernden Zellen zustande, sondern auch durch eine 
Verlängerung der Wanderungspausen und eine niedrigere Wanderungsgeschwindigkeit.  
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Über welchen Mechanismus Iscador® M die PMA induzierte Migration der CMT-U-27 
Zelllinie hemmt ist unklar. Interessant in diesem Zusammenhang sind jedoch die 
Ergebnisse von SCHULTE (1999), die ebenfalls einen hemmenden Einfluss von 
Iscador® M auf einen durch PMA stimulierten Prozess nachweisen konnte. Sie 
stimulierte PBMCs mit PMA und wies damit eine Erhöhung der IFN-γ exprimierenden 
Zellen auf über 20% nach. Wurden diese Zellen mit Iscador® M vorinkubiert ging nach 
PMA-Stimulation der Anteil der IFN-γ exprimierenden Zellen auf 1,5% zurück. 
Ähnliche Ergebnisse wurden mit der Vorinkubation von CD4+-T-Zellen mit ML-1 und 
anschließender Stimulation mit PMA erzielt. Die IFN-γ-Expression wurde von über 
20% auf unter 1% gesenkt. Bei beiden Zelltypen hatte die Inkubation mit Iscador® M 
oder ML-1 keinen Einfluss auf die Expression von IFN-γ (SCHULTE 1999). Die 
Versuche mit den CD4+-T-Zellen geben dabei einen Hinweis darauf, dass ML-1 für 
diese Hemmung verantwortlich sein könnte. Da nur der PMA induzierte Effekt durch 
gleichzeitige Gabe von Iscador® M bzw. ML-1 inhibiert wurde, liegt die Vermutung 
nahe, dass die PKC direkt durch Iscador® M bzw. ML-1 gehemmt wird. Möglich wäre 
auch, dass Iscador® M bzw. das in diesem Extrakt enthaltene ML-1 mit PMA einen 
Komplex eingeht. Damit würde dem System PMA entzogen und die Aktivierung der 
PKC unterdrückt. Da die PMA induzierte Aktivierung der PKC ebenfalls eine 
Veränderung der Genexpression zur Folge hat und ML-1 diese durch Inaktivierung der 
ribosomalen Untereinheit blockieren kann, ist auch ein solcher Mechanismus denkbar. 
Gegen eine Hemmung der Genexpression spricht jedoch, dass die Iscador® M mediierte 
Hemmung der PMA induzierten Migration sofort einsetzte und nicht zeitverzögert.  
Darüber hinaus konnten ROMANOVA und Mitarb. (1998) zeigen, dass eine 
permanente Aktivierung bestimmter PKC-Isotypen durch PMA deren Herunter-
regulation induziert. Dieser Effekt ist jedoch erst nach ca. 2h (PKC-δ) bzw. nach ca. 8h 
(PKC-α) zu beobachten (ROMANOVA u. Mitarb. 1998). Bei MDA-MB-468 
Brustkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass die PMA induzierte Migration nach 
etwa 6-8h abnimmt und das diese Abnahme mit einer verminderten PKC-α Expression 
korrelierte (DITTMAR 2000) Dieser PMA Effekt ist, wenn auch nur schwach 
ausgeprägt, ebenfalls bei der CMT-U-27 Zelllinie erkennbar (s. Abbildung 4.7). 
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Die Beobachtung, dass Iscador® M nur die PMA-induzierte Migration, nicht aber die 
Matrix-induzierte Migration partiell hemmt, lässt vermuten, dass Iscador® M mit PMA 
interagiert und es somit inaktiviert. MASUR und Mitarb. (2001a) haben gezeigt, dass 
die PKCα sowohl an der Matrix-induzierten als auch an der Noradrenalin-induzierten 
Migration von SW480 Kolonkarzinomzellen beteiligt ist. Die Zugabe des PKCα-
Inhibitors Gö6976 zum Migrationsansatz hemmte sowohl die Matrix-induzierte als auch 
die Noradrenalin-induzierte Migration. Da in der vorliegenden Arbeit nur die Inhibition 
der PMA-induzierten Migration durch Iscador® M, nicht aber die Matrix-induzierte 
Migration, gehemmt wurde, kann eine direkte Inhibition der PKC durch Iscador® M 
ausgeschlossen werden. In diesem Falle hätte ebenfalls eine Inhibition der Matrix-
induzierten Migration beobachtet werden müssen. Diese Vermutung setzt natürlich 
voraus, dass in der CMT-U-27 Zelllinie die PKC-α maßgeblich sowohl an der Matrix-
induzierten, als auch an der Faktor-induzierten Migration beteiligt ist. In diesem 
Zusammenhang sollte in weitergehenden Experimenten daher zunächst die Verteilung 
der PKC-Isoformen in der verwendeten Zelllinie CMT-U-27 untersucht werden. 
Darüber hinaus sollte durch Einsatz von geeigneten Inhibitoren, wie z.B. 
Safingol/Gö6976 als PKC-α Inhibitor oder Rottlerin als PKC-δ Inhibitor, die Rolle von 
definierten PKC-Isoformen an der sowohl Matrix-induzierten als auch Faktor-
induzierten Migration untersucht werden. Außerdem sollte untersucht werden, 
inwiefern Iscador® M die mit EGF oder Noradrenalin stimulierte Migration 
beeinflussen kann. 
Soll die Migration von Tumorzellen gehemmt werden, muss beachtet werden, dass es 
auch essentielle physiologische Vorgänge gibt, in denen die Migration von Zellen eine 
große Rolle spielt: Fibroblasten müssen dorthin wandern wo Gewebe zerstört ist, um die 
Wundheilung zu bewerkstelligen; T-Lymphozyten werden für die spezifische 
Immunantwort gebraucht; neutrophile Granulozyten und Makrophagen wandern an den 
Ort einer Entzündung, um dort die unspezifische Immunantwort hervorzurufen; 
dendritische Zellen nehmen Pathogene auf und präsentieren sie in den sekundären 
lymphatischen Organen. Dies bedeutet, dass ein generelles Verhindern von 
Zellmigration schwerwiegende Folgen für den Patienten haben könnte 
(ENTSCHLADEN u. ZÄNKER 2000 ). Mistelextrakte wie Iscador® M sind dafür 
bekannt, dass sie neben einer zytotoxischen Wirkung auch eine modulatorische 
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Wirkung auf das Immunsystem haben. Sie äußert sich in einer Aktivierung der NK-
Zellen, der Monozyten/Makrophagen, der Granulozyten und der T-Zellen (STEIN u. 
Mitarb. 1998). NIKOLAI und Mitarb. (1998) konnten in einer Studie zeigen, dass 
Iscador® QuFrF zu einer Stimulation der lokomotorischen Aktivität von CD4+- und 
CD8+-T-Lymphozyten führt (NIKOLAI u. Mitarb. 1998). Festgestellt wurden eine 
Erhöhung des Displacements, der Velocity, der Zeit in Bewegung und der 
zurückgelegten Distanz, wobei der Einfluss auf die CD4+-T-Lymphozyten ausgeprägter 
war als auf die CD8+-T-Lymphozyten. In dieser Studie wurde mit nicht toxischen 
Konzentrationen zwischen 0,25µg/ml und 1,25µg/ml Gesamtextrakt gearbeitet. Bei dem 
verwendeten Präparat Iscador® QuFrF handelt es sich um ein sehr mistellektinreiches 
Mistelpräparat (750ng/ml versus 488ng/ml bei dem in dieser Arbeit verwendeten 
Iscador® M). Auf welche Komponente des Mistelextraktes der Einfluss auf die 
Migration zurückzuführen ist oder welcher Mechanismus ihrer Stimulation zu Grunde 
liegen könnte, wurde in dieser Studie nicht weiter untersucht. Nimmt man zu den 
Ergebnissen der Studie von NIKOLAI u. Mitarb. (1998) die in dieser Arbeit erzielten 
Ergebnisse hinzu, zeigt sich dass Mistelpräparate sowohl hemmend auf die induzierte 
Tumorzellmigration, als auch stimulierend auf die matrix-induzierte Migration von 
Lymphozyten einwirken können. Es könnte also eine Hemmung der Krebszellmigration 
möglich sein, ohne einen negativen Einfluss auf das Immunsystem des Patienten zu 
haben. NIKOLAI u. Mitarb. (1998) haben mit einem Mistelpräparat, geerntet von der 
Eiche, gearbeitet. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Mistelpräparat, dass von 
Apfelbäumen stammt, verwendet. Die Verwendung verschiedener Mistelpräparate 
könnte der Grund für das unterschiedliche Ansprechen der Tumorzellen und der T-
Lymphozyten in Bezug auf deren Migration sein.  
Es ist beschrieben, dass der Vorgang der Migration unterschiedlich ist, je nachdem, ob 
es sich um langsam oder schnell wandernde Zellen handelt (ENTSCHLADEN u. 
ZÄNKER 2000). Tumorzellen zählen mit einer Velocity von 0,1-0,3µm/min 
(NIGGEMANN u. Mitarb. 1997) zu den langsam wandernden Zellen, wohingegen die 
T-Lymphozyten mit einer Velocity von 7-9µm/min (NIKOLAI u. Mitarb. 1998) zu den 
schnell wandernden Zellen gehören. Für die Migration der langsam wandernden 
Tumorzellen spielen fokale Adhäsionskontakte eine wichtige Rolle. Diese 
Adhäsionskontakte vermitteln Interaktionen zwischen extrazellulärer Matrix und 
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intrazellulärem Aktin- und Tubulinzytoskelett (BURRIDGE u. Mitarb. 1988). Sie 
beinhalten die für diese adhäsiven Interaktionen notwendigen Rezeptoren der Integrine, 
Selektine und Cadherine an der Außenseite und intrazellulär verschiedene 
Strukturproteine des Zytoskeletts, sowie eine Vielzahl von enzymatisch aktiver Proteine 
wie die Phospholipasen und Kinasen (JOCKUSCH u. Mitarb. 1995). Fokale 
Adhäsionspunkte sind bei der Wanderung von T-Lymphozyten und neutrophilen 
Granulozyten durch eine dreidimensionale extrazelluläre Matrix nicht nachweisbar 
(FRIEDL u. Mitarb. 1997). Bei T-Lymphozyten spielt der T-Zellrezeptor nicht nur eine 
Schlüsselrolle bei der Erkennung von Antigenen, der Zellaktivierung und Proliferation, 
sondern auch bei der Migration der Zellen (MAGUIRE u. Mitarb. 1995). 
Regulatorische Moleküle als auch das Zytoskelett sind mit dem T-Zell-Rezeptor 
verbunden. Damit übernimmt der T-Zell-Rezeptor die Funktionen, die die fokalen 
Adhäsionspunkte bei den Tumorzellen haben und die Funktionen des Rezeptorkinase-
Signalings. Eine mögliche Erklärung dafür, dass Mistelextrakte auf die stimulierte 
Migration von Tumorzellen hemmend und auf die Migration von T-Lymphozyten 
stimulierend wirken, könnte in der unterschiedlichen molekularen Regulation aktiver 
Zellmigration dieser beiden Zelltypen liegen.  
Die in dieser Arbeit durchgeführten in-vitro-Versuche zeigen, dass Iscador® M in der 
Lage ist, die PMA-stimulierte Migration der untersuchten kaninen Mammatumorzellen 
zu hemmen. Da ein Zusammenhang zwischen der migratorischen Aktivität von 
Tumorzellen und ihrem Potential Metastasen zu bilden besteht (ZANKER 1997, 
ZÄNKER 1997), könnte eine solche Hemmung die Bildung von Metastasen verhindern 
oder zumindest verzögern. Die Behandlung von Krebspatienten mit Mistelextrakten ist 
zum Teil deshalb umstritten, weil die genaue Wirkungsweise der Extrakte ungeklärt ist. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Hemmung der Migration von 
Tumorzellen eine Möglichkeit für die Wirkung von Mistelextrakten auf Tumorzellen 
ist. Welcher molekularer Mechanismus dem Einfluss zu Grunde liegt und welchen 
Komponenten des Extraktes dieser Einfluss zuzuschreiben ist, bedarf weiterer 
Untersuchungen. Auch die Untersuchung zusätzlicher Iscador® M-Konzentrationen ist 
notwendig, besonders im Hinblick auf eine eventuell vorhandene Dosis-Wirkungs-
Beziehung. Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente beschränken sich auf die 
Untersuchung einer Zelllinie. Da sich die Expression von Oberflächenrezeptoren von 
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Zelllinie zu Zelllinie unterscheiden, sind die Substanzen, die einen Einfluss auf die 
Migration haben können, verschieden. Deshalb sollten weitere kanine 
Mammatumorzelllinien untersucht werden. Bei diesen Versuchen sollte auch überprüft 
werden, ob Iscador® M einen Einfluss auf die spontane Migration anderer Zelllinien hat. 
Desweiteren sollten Versuche mit humanen Mammatumorzelllinien durchgeführt 
werden um zu überprüfen, ob sich die Ergebnisse dieser Arbeit auf humane Zellsysteme 
übertragen lassen.  
 
Dass Krebspatienten nach intravenöser Applikation eines Mistelextraktes (Iscador® 
QuFrF; 1ng/kg Lektingehalt) kurzzeitig einen erhöhten IL-6-Spiegel aufweisen 
(HAJTO u. Mitarb. 1990), setzte eine kontroverse Diskussion über den Nutzen einer 
Misteltherapie speziell bei B-Lymphompatienten in Gang. IL-6 wirkt als 
Proliferationsfaktor für B-Zellen und würde damit zu einer Progression der Erkrankung 
führen. Zusätzlich gilt der IL-6-Serumspiegel bei Lymphompatienten als wichtiger 
prognostischer Faktor (KURZROCK 1997). Als Quelle eines erhöhten IL-6 Spiegels 
kommen die Lymphomzellen selbst, aber auch andere Zellen wie z.B. Makrophagen 
und Monozyten in Frage. Dadurch kann IL-6 sowohl autokrin als auch parakrin auf die 
Lymphomzellen wirken. Trotzdem werden in der Klinik mit einer subcutanen 
Mistelmonotherapie mit Iscador® P gute Erfolge erzielt. In einer kürzlich 
veröffentlichten Kasuistikserie von Patienten mit follikulärem B-NHL zeigten 42% in 
einem Zeitraum von 54 Monaten Remissionen. Bei keinem der Patienten wurde ein 
erhöhter IL-6-Serumspiegel nachgewiesen (KUEHN 2005). Untersuchungen des IL-6 
Serumspiegels bei Patienten mit B-NHL-Erkrankungen in unterschiedlichen 
Malignitätsgraden unter subcutaner Misteltherapie zeigten ebenfalls keine Veränderung 
(KOVACS u. KUEHN 2002). Auch in dieser Studie wurde hauptsächlich Iscador® P, 
aber auch Iscador® M und Iscador® Qu verwendet. In der vorliegenden Arbeit sollten 
die von KUEHN (2005) veröffentlichten guten Erfolge einer subcutanen Misteltherapie 
mit Iscador® P bei der Behandlung von follikulären B-NHL-Patienten durch in-vitro-
Studien untermauert werden. Aus diesem Grund wurde für die Experimente das 
Mistelpräparat Iscador® P verwendet. In der Zusammensetzung enthält es sehr wenig 
Mistellektine (10ng/ml), wobei besonders der Gehalt an ML-I niedrig ist. Der Gehalt an 
Viscotoxinen ist dagegen vergleichsweise hoch (12µg/ml). Da keine Untersuchungen 
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zur Bioverfügbarkeit von Iscador-Präparaten vorliegen (persönliche Mitteilung Dr. 
Jürgen J. Kuehn, Lukasklinik, Arlesheim, Schweiz, 16.09.2005) wurde für die 
verwendeten Konzentrationen das Intervall von 0,15µg-15µg/0,2×106 Zellen abgedeckt. 
Dieses orientiert sich zum einen auf die Berechnung, dass bei einer Dosis von 20-30mg 
Gesamtmistelextrakt pro Injektion bei 0,3×109 B-Zellen/l Blut (JANEWAY u. Mitarb. 
2001) und einem Blutvolumen von 4-6 Litern (GLOSSMANN u. WIETZORRECK 
2004) im Falle einer gleichmäßigen Verteilung 2,2-5,0µg Gesamtmistelextrakt auf 
0,2×106 B-Zellen wirken. Zum anderen orientiert sich das ausgewählte 
Konzentrationsintervall an neueren in-vitro-Studien mit Iscador®-Präparaten in denen 
das untersuchte Konzentrationsspektrum ähnlich liegt (HARMSMA u. Mitarb. 2004, 
KNOEPFEL-SIDLER u. Mitarb. 2005, MAIER u. FIEBIG 2002). Wobei MAIER und 
FIEBIG (2002) mit 0,001-100µg/ml, HARMSMA und Mitarb. (2004) mit 0,0625-
1mg/ml und KNOEPFL-SIDLER und Mitarb. (2005) mit 10-1-10-8mg/ml 
Mistelgesamtextrakt arbeiteten. In der vorliegenden Arbeit sollte im Besonderen 
untersucht werden, ob Iscador® P zu einer Sekretion von IL-6 oder zu einer 
Veränderung der Gen- und Oberflächenrezeptoren von IL-6R und gp130 bei 
follikulären B-NHL-Zellen führen kann. Eine Sekretion von IL-6 durch die 
Lymphomzellen könnte über einen autokrinen Loop die bereits beschriebenen negativen 
Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf haben. Dafür sollte der Einfluss von Iscador® 
P auf verschiedene follikuläre B-NHL-Zelllinien (DoHH2, WSU-NHL, Sc-1) im 
Hinblick auf IL-6 und seine Rezeptorkomponenten IL-6R und gp130 untersucht 
werden. Um sicher zu gehen, dass die ausgewählten Zellen auch über einen 
funktionalen IL-6-Rezeptor verfügen, wurde mit Hilfe des Western-Blot 
tyrosinphosphoryliertes STAT3 nachgewiesen. In der durch IL-6 induzierten 
Signalkaskade entsteht tyrosinphosphoryliertes STAT3 nachdem durch die 
Homodimerisierung von gp130, ausgelöst durch einen IL-6/IL-6R-Komplex, assoziierte 
JAK aktiviert werden und zytoplasmatische STAT3-Moleküle tyrosinphosphorylieren. 
Dieses tyrosinphosphorylierte STAT3 bildet seinerseits Homodimere, die in den 
Zellkern translozieren und dort die Expression IL-6 assoziierter Gene induzieren 
(KISHIMOTO u. Mitarb. 1995, ROSE-JOHN 2001). In den WSU-NHL- und DoHH2-
Zellen konnte nach Stimulation der Zellen mit IL-6 tyrosinphosphoryliertes STAT3 
mittels Western-Blot nachgewiesen werden. Bei den Sc-1-Zellen war ein solcher 
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Nachweis nicht möglich (s. Abbildung 4.10). In der Literatur ist beschrieben, dass 
neben der Aktivierung von STAT3 durch die Homodimerisierung von gp130 auch der 
RAS-RAF-MAPK-Signaltransduktionsweg aktiviert werden kann (DAEIPOUR u. 
Mitarb. 1993). Bei Hepatozyten wurde mit NF-IL-6 ein Transskriptionsfaktor gefunden, 
der nach IL-6 Stimulation durch MAPK phosphoryliert und damit aktiviert wird. Der 
Transkriptionsfaktor bindet an die Promotorregion der Akute-Phase-Protein-Genregion 
und setzt deren Expression in Gang (NAKAJIMA u. Mitarb. 1993). Es existiert also 
neben dem Weg über PY-STAT3 noch ein weiterer Signaltransduktionsweg für IL-6. 
Die Tatsache, dass in den Sc-1-Zellen, trotz nicht nachweisbarer 
Tyrosinohosphorylierung von STAT3, eine durch IL-6 verursachte Wirkung in den 
Wachstumskurven zu beobachten ist, lässt vermuten, dass die Signalübertragung über 
einen STAT3 unabhängigen Signaltransduktionsweg geht. Der RAS-RAF-MAPK-Weg 
(DAEIPOUR u. Mitarb. 1993) wäre hierfür eine Möglichkeit.  
Um den Einfluss von Iscador® P auf die Sekretion von IL-6 sowie die Gen- und 
Oberflächenexpression von IL-6R und gp130 näher zu betrachten, wurde die 
Genexpression von IL-6, IL-6R und gp130 mit Realtime-RT-PCR (s. Tabelle 4.4), die 
Oberflächenexpression von membrangebundenen IL-6R und gp130 mittels 
Durchflusszytometrie (s. Abbildung 4.11, Abbildung 4.12 und Abbildung 4.13) und die 
Sekretion von IL-6, löslichem IL-6R und löslichem gp130 mit Hilfe von ELISA-
Messungen (s. Tabelle 4.5) bestimmt. Die gemessenen Zellen wurden über definierte 
Zeitintervalle mit definierten Iscador® P-Konzentrationen inkubiert. Die Daten zeigen, 
dass Iscador® P keinen Einfluss auf die Gen- und Oberflächenexpression von IL-6, IL-
6R und gp130 hat; Iscador® P induziert daher keine Expression oder Sekretion von IL-6 
und den löslichen Formen seiner Rezeptorkomponenten in den verwendeten Zelllinien. 
Eine Sekretion von sIL-6R würde es durch Transsignalling möglich machen, dass auch 
in Zellen ein Signal durch IL-6 ausgelöst werden kann, die nur gp130 und keinen IL-6R 
auf ihrer Oberfläche tragen (ROSE-JOHN 2003). Außerdem kann sIL-6R die 
Sensitivität bestimmter Zellen für IL-6 stark erhöhen (PETERS u. Mitarb. 1998). Der 
Nachweis, dass durch die Inkubation mit Iscador® P kein sIL-6R freigesetzt wird, kann 
diese Prozesse für die getesteten Zelllinien ausschließen. 
KATO (1998) postuliert in seiner Arbeit, dass neoplastische Zellen von B-
Lymphompatienten einen negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf nehmen 
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können, da sie einen hohen Gehalt an IL-6 aufweisen. Sofern es zur Freisetzung käme, 
würde IL-6 über autokrine und parakrine Mechanismen auf die umgebenden 
neoplastischen B-Zellen wirken (KATO u. Mitarb. 1998). In der vorliegenden Arbeit 
hat sich gezeigt, dass gerade die Genexpression von IL-6 bei den untersuchten Zellen 
sehr niedrig war. Daher ist es nicht anzunehmen, dass in den Zellen eine große Menge 
IL-6 vorhanden ist. Dafür spricht auch, dass die Inkubation mit Iscador® P nicht zu 
einer Freisetzung von IL-6 geführt hat. Damit ist ein autokriner IL-6-Loop bei den 
untersuchten B-NHL-Zelllinien auszuschließen. 
Da es sich um eine in-vitro-Studie mit B-NHL-Zelllinien handelt, ist keine Aussage 
über eine mögliche parakrine Stimulation durch IL-6 möglich. Untersuchungen von 
Patientenseren mit verschiedenen B-NHL unter subcutaner Misteltherapie mit Iscador® 
P (teilweise auch Iscador® M oder Iscador® Qu) zeigten keinerlei Einfluss von Iscador® 
P auf den IL-6-Spiegel. Neben dem bei allen Patienten unverändert niedrigen IL-6 
Spiegel wurde ein erhöhter sIL-6R-Spiegel bei den Dauertherapiepatienten und sowohl 
erhöhte sIL-6R-Spiegel, als auch erhöhte sgp130-Spiegel in beiden Patientengruppen 
gemessen (KOVACS u. KUEHN 2002). Erhöhte sgp130-Spiegel sind für den Patienten 
von Vorteil, da sgp130 in der Lage ist Komplexe aus IL-6 und sIL-6R durch Bildung 
eines IL-6/sIL-6R/sgp130-Komplex abzufangen und damit eine Signalübertragung des 
IL-6/sIL-6R-Komplexes und mögliches Transsignalling zu verhindern. Lösliches gp130 
kann somit einer parakrinen IL-6 Stimulation im Beisein von sIL-6R entgegenwirken. 
Die Ergebnisse dieser in-vitro-Studie zusammen mit den von KOVACS und KUEHN 
(2002) erzielten in-vivo-Ergebnissen lassen die Vermutung zu, dass durch eine 
subcutane Misteltherapie mit Iscador® P weder ein autokriner noch ein parakriner IL-6-
Loop ausgelöst wird. Auch in der Klinik werden mit einer subcutan durchgeführten 
Mistelmonotherapie mit Iscador® P gute Erfolge erzielt. In der Kasuistikserie von 
KUEHN (2005) zeigen von 24 Patienten mit follikulärem B-NHL in einem Zeitraum 
von 54 Monaten 42% Remissionen mit Iscador® P-Monotherapie. Bei keinem der 
Patienten wurde ein erhöhter IL-6-Spiegel nachgewiesen. Diese in-vitro-Studie 
gemeinsam mit den in-vivo-Ergebnissen von KOVACS und KUEHN (2002) und 
KUEHN 2005 könnten ein Hinweis darauf sein, dass Iscador® P in Bezug auf IL-6 und 
seine Rezeptorkomponenten keine negativen Wirkungen auf Patienten mit follikulären 
B-NHL hat. Ein Vergleich mit den von HAJTO und Mitarb. (1990) erzielten 
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Ergebnissen fällt schwer, da dieser den Mistelextrakt intravenös applizierte. Das 
verwendete Präparat (Iscador® Qu FrF) wurde nach seinem Lektingehalt mit 1ng 
Lektin/kg dosiert. Dagegen wird bei der durch KUEHN (2005) und KOVACS und 
KUEHN (2002) durchgeführten Misteltherapie das Präparat subcutan gegeben und es 
findet keine Dosierung nach Lektingehalt, sondern nach Frischpflanzengehalt statt. 
Auch nach einer subkutanen Injektion von Iscador® M oder Qu, beides Präparate mit 
einem höheren Mistellektingehalt konnten KOVACS und KUEHN (2002) keinen 
erhöhten IL-6-Serumspiegel bei den Lymphompatienten nachweisen. Das lässt den 
Schluss zu, dass das Fehlen des erhöhten IL-6-Serumspiegels nicht allein auf den 
geringen Mistellektingehalt von Iscador® P zurückzuführen ist.  
Auch wenn die Daten von KUEHN (2005) und KOVACS und KUEHN (2002) darauf 
hindeuten, dass Iscador® P bei B-Lymphompatienten nicht zu einem kurz- bzw. 
langfristigen Anstieg der IL-6 Serumkonzentration führt, sollten in-vitro-
Untersuchungen zeigen, ob Iscador® P eine von IL-6 initiierte Proliferation beeinflussen 
kann. Aus diesem Grunde wurde der Einfluss von Iscador® P auf die durch IL-6 
induzierte Proliferation der in dieser Studie verwendeten Zelllinien untersucht. Dafür 
wurden Wachstumskurven, in denen die Zellen mit IL-6 alleine und mit IL-6 zusammen 
mit Iscador® P inkubiert wurden, angefertigt. Die Ergebnisse der Wachstumskurven 
zeigen, dass Iscador® P in den getesteten Konzentrationen dem IL-6 mediierten 
Proliferationseffekt entgegenwirkt (s. Abbildung 4.15). Dieser Einfluss war bei allen 
getesteten Zelllinien, wenn auch in unterschiedlichen Ausprägungen, zu beobachten. 
Welcher Mechanismus dieser Hemmung zu Grunde liegen könnte, sollten weitere 
Untersuchungen zeigen. 
Es ist beschrieben, dass Mistelextrakte bei humanen Lymphozyten (BÜSSING u. 
Mitarb. 1996) und Tumorzellen (HARMSMA u. Mitarb. 2004) in der Lage sind 
Apoptose zu induzieren. Außerdem ist bekannt, dass IL-6 seine anti-apoptotische 
Wirkung über Induktion der Genexpression von bcl-2 auslösen kann (ROLLWAGEN u. 
Mitarb. 1998). Eine vermehrte Expression von bcl-2, z.B. ausgelöst durch IL-6, führt zu 
einer Erhöhung des bcl-2/bax-Quotienten und die betroffene Zelle geht nicht in 
Apoptose. Im umgekehrten Fall bedeutet dies, dass die Zelle in Apoptose geht, wenn 
sich das Verhältnis zugunsten von bax verringert. Für den Lymphompatienten kann 
dieses Verhältnis wichtig sein, da eine Korrelation zwischen dem bcl-2/bax-Quotienten 
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und der Therapieresistenz von Lymphomen zu erkennen ist (AGUILAR-SANTELISES 
u. Mitarb. 1996). Um herauszufinden, ob ein Zusammenhang zwischen der 
Koinkubation von Iscador® P mit IL-6 und der Expression von bcl-2 besteht, wurden 
Zellen aus verschiedenen Stadien der Wachstumskurve (am Anfang der logarithmischen 
Wachstumsphase, während der logarithmische Wachstumsphase und in der Plateau-
Phase) entnommen und die Genexpression der apoptoserelevanten Gene bcl-2, bax, bcl-
xl und bad mittels RT-Real-Time-PCR gemessen. Bei den Sc-1-Zellen zeigte sich ein 
uneinheitliches Bild der Genexpressionen der apoptoserelevanten Gene (s. Abbildung 
4.17). Dabei ist bei den Quotienten bcl-xl/bad und bcl-2/bax sogar eine Erhöhung 
gegenüber den unbehandelten Kontrollzellen zu beobachten. Diese Erhöhung steht im 
Gegensatz zur antiproliferativen Wirkung einer Koinkubation von IL-6 und Iscador® P, 
die in den Wachstumkurven gezeigt wurde. Die WSU-NHL-Zellen (s. Abbildung 4.16) 
zeigten eine recht einheitliche Expression von bcl-2, wobei die Expressionen der mit IL-
6 und Iscador® P inkubierten Zellen stets unter der Expression der ausschließlich mit 
IL-6 inkubierten Zellen liegen. Die Expression von bax ist besonders in den Zellen, die 
mit IL-6 und 15µg/ml Iscador® P inkubiert wurden, deutlich erhöht. Diese Erhöhung 
spiegelt sich auch im bcl-2/bax-Quotienten nieder. Dieser liegt bei den mit IL-6 und 
Iscador® P inkubierten Zellen immer unterhalb dem der nur mit IL-6 behandelten 
Zellen. Damit liegt die Vermutung nahe, dass die durch Iscador® P hervorgerufene 
Hemmung des IL-6-mediierten proliferativen Effektes bei den WSU-NHL-Zellen auf 
eine Verschiebung des bcl-2/bax-Quotienten zurückzuführen ist. Der bcl-xl/bad-
Quotient bleibt zwar im Verlauf der Versuche relativ konstant, ist aber bei den nur mit 
IL-6 inkubierten Zellen stets erhöht und liegt über dem der zusätzlich mit Iscador® P 
inkubierten Zellen. Auch hier ist eine Konzentrationsabhängigkeit zu beobachten. Die 
Messungen der Sc-1-Zelllinie lassen keinen derartigen Schluss zu. Damit geben sie 
keinen Erklärungsansatz für die in den Wachstumskurven beobachtete Hemmung der 
IL-6 mediierten Proliferation. Ein Grund dafür könnten, neben der Induktion von 
Apoptose durch Verschiebung des bcl-2/bax-Quotienten, weitere Mechanismen einer 
Hemmung der durch IL-6 mediierten Proliferation, sein.  
Die Beobachtung, dass Iscador® P in den getesteten Konzentrationen dem IL-6-
mediierten Proliferationseffekt entgegenwirkt, wird durch Versuche mit Multiplen-
Myelom (MM) Zelllinien, die dieselben Effekte zeigen, unterstrichen (TREUTLER 
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2005). TREUTLER (2005) verwendete dieselben Iscador® P-Konzentrationen wie in 
der vorliegenden Arbeit. In der IL-6-abhängigen MM-Zelllinie TH-1 senkt Iscador® P 
sogar in der niedrigsten getesteten Konzentration (0,15µg Iscador® P/ml) die Zellzahl 
um die Hälfte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Bei dieser Zelllinie konnte 
TREUTLER (2005) in ihrer Arbeit zeigen, dass der antiproliferative Effekt auf einem 
pro-apoptotischen Einfluss auf die apoptoserelevanten Gene bcl-2 und bax 
zurückzuführen ist. In dieser Arbeit wurde auch eine zweite MM-Zelllinie (RPMI-
8226), die ebenfalls einen proliferationshemmenden Einfluss von Iscador® P bei IL-6-
Inkubation zeigt, untersucht. Genexpressionsstudien der apoptoserelevanten Gene 
zeigten keinen Einfluss. Genexpressionsstudien der IL-6-Rezeptorkomponenten IL-6R 
und gp130 hingegen zeigten bei den RPMI-8226 Zellen eine durch IL-6 induzierte 
Hochregulation, die durch Koinkubation mit Iscador® P herunterreguliert wird. Damit 
ist es möglich, dass Iscador® P durch eine Verminderung der Oberflächenexpression 
von IL-6R und gp130 eine durch IL-6 induzierte Signaltransduktion erschwert und auf 
diesem Weg zu einer verringerten Proliferation der RPMI-8226-Zellen führt. 
Entsprechend den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, deuten die Ergebnisse von 
TREUTLER (2005) an, dass es für die beobachtete Hemmung der IL-6-induzierten 
Proliferation durch Iscador® P unterschiedliche Mechanismen gibt. Die bei der Zelllinie 
WSU-NHL durchgeführten Expressionsstudien zeigen Tendenzen, die auf einen 
möglichen Wirkmechanismus von Iscador® P schließen lassen. Um die 
Schlussfolgerungen aus den bisher vorliegenden Ergebnissen zu stärken, sind weitere 
Wiederholungen der durchgeführten Experimente und Untersuchungen zusätzlicher 
Zelllinien nötig. Zum Beispiel könnte das Durchführen von DNA-Microarrays durch 
das Überprüfen eines breiten Genspektrums Aufschluss darüber geben, welche Gene 
von einer Inkubation mit Iscador® P beeinflusst werden. 
Die Quantifizierung der apoptotischen Ereignisse von WSU-NHL-Zellen, die unter dem 
Einfluss von IL-6 alleine oder IL-6 und Iscador® P standen, zeigt einen deutlichen 
Anstieg der apoptotischen Zellen von 2,52% bei den nur mit IL-6 behandelten Zellen 
auf 10,18% bei den mit IL-6 und 1,5µg Iscador® P bzw. 6,76% bei den mit IL-6 und 
15µg Iscador® P inkubierten Zellen (s. Abbildung 4.19). IL-6 ist folglich in der Lage die 
WSU-NHL-Zellen vor dem Eintritt in den programmierten Zelltod zu schützen, sie 
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überleben länger. Die Zugabe von Iscador® P provoziert unter den selben 
Wachstumsbedingungen mehr apoptotische Ereignisse.  
Zusammenfassend lässt sich daher sagen, dass Iscador® P auch im Beisein von IL-6 
eine Wirkung entfalten kann, die für den Lymphompatienten von Vorteil sein kann. Die 
Versuche mit verschiedenen Zelllinien lassen vermuten, dass es neben dem STAT3-
Weg noch einen anderen STAT3 unabhängigen Signaltransduktionsweg von IL-6 bei 
follikulären B-NHL-Zellen gibt. Die Verschiebung des bcl-2/bax-Quotienten in 
Richtung Apoptose und das vermehrte Auftreten apoptotischer Ereignisse bei Zellen die 
mit IL-6 und Iscador® P behandelt wurden, weisen darauf hin, dass die Hemmung des 
anti-apoptotischen IL-6 Effektes bei den WSU-NHL durch die Induktion von Apoptose 
bewerkstelligt wird.  
Offen bleibt die Frage von welchem Bestandteil des Extraktes die oben beschriebenen 
Wirkungen ausgehen. Mit Iscador® P wurde ein sehr Mistellektin armes Präparat 
verwendet. Dabei ist der Anteil von ML-I am niedrigsten. Am besten untersucht ist die 
Wirkung der Mistellektine auf humane Lymphozyten. Bei leukämischen B-und T-
Lymphozyten induziert ML-I Apoptose rezeptorunabhängig über Freisetzung von 
Cytochrom C aus den Mitochondrien (BANTEL u. Mitarb. 1999). Für ML-III ist 
beschrieben, dass es bei humanen Lymphozyten Apoptose über das Verringern von    
bcl-2 und p53 auslöst (BÜSSING u. Mitarb. 1998). In dieser wurde Arbeit gezeigt, dass 
Iscador® P Apoptose über die Verringerung von bcl-2 auslösen kann. Iscador® P ist 
zwar arm an Mistellektinen, enthält aber im Verhältnis mehr ML-III. Daher könnte es 
durchaus sein, dass der Einfluss auf die bcl-2-Expression bei den untersuchten B-NHL-
Zelllinien dem ML-III zuzuweisen ist. Auch bei Tumorzellen können Mistellektine 
Apoptose auslösen (HARMSMA u. Mitarb. 2004). Dabei ist der von Mistelextrakten 
ausgelöste zytotoxische Effekt von Zelllinie zu Zelllinie sehr unterschiedlich 
(KNOEPFEL-SIDLER u. Mitarb. 2005). Ein speziell für die intratumorale 
Misteltherapie interessanter Effekt ist die Wirkung von Mistelextrakten auf 
Endothelzellen. Ein zytotoxischer Effekt auf diese Zellen kann Einfluss auf die 
Tumorangiogenese (VAN HUYEN u. Mitarb. 2002) haben und somit die Ausstattung 
des Tumors mit einem versorgendem Gefäßsystem verhindern. Weitere Inhaltsstoffe 
von Mistelpräparaten die Apoptose induzieren können sind die Triterpene (URECH u. 
Mitarb. 2005) wie Urolsäure, Oleanolsäure und Betulinsäure. Viscotoxine haben in 
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erster Linie eine membrandestabilisierende Wirkung können aber auch sekundär 
Apoptose induzieren . Von welchem der zahlreichen Inhaltsstoffe des Mistelpräparates 
die in dieser Arbeit gezeigten Effekte ausgelöst werden lässt sich nicht ohne Weiteres 
sagen. Um den Effekt auf einen bestimmten Inhaltsstoff zu beziehen, bedarf es 
weitergehender Untersuchungen.  
 
Der klinische Einsatz der Mistel bei onkologischen Erkrankungen in Deutschland liegt 
bei ca. 46-70% (WEIS u. Mitarb. 1998). In der tierärztlichen Praxis wird sie hingegen 
nicht sehr häufig angewendet. Dabei würde sie gerade in der tierärztlichen 
Kleintierpraxis einige Vorteile bieten. Durch die meist subcutane Applikation ist sie 
leicht anzuwenden. Auftretende Nebenwirkungen sind mit kurzzeitiger 
Körpertemperaturerhöhung und Hautreaktionen an der Injektionsstelle im Vergleich zu 
einer Chemotherapie gering. Dazu kommt, dass die therapeutischen Möglichkeiten bei 
Krebserkrankungen von Kleintieren in der normalen Kleintierpraxis eher eingeschränkt 
sind. Wenn möglich wird der Tumor operativ entfernt. Nur wenige Patientenbesitzer 
entscheiden sich für eine anschließende Chemotherapie, da eine solche Therapie 
erhebliche Nebenwirkungen zur Folge hat. Eine weitere Behandlungsmöglichkeit wäre 
die Bestrahlungstherapie. Da der apparative Aufwand für die Durchführung einer 
Bestrahlungstherapie sehr hoch ist, gibt es nur sehr wenige Kliniken die eine solche 
anbieten können. Das hat zur Folge, dass es nach Entfernen des Primärtumors meist erst 
dann zu einer Wiedervorstellung des Patienten beim Tierarzt kommt, wenn sich 
Rezidive bzw. Metastasen zeigen oder sich das Allgemeinbefinden des Patienten 
verschlechtert. Bei Fortschreiten der Erkrankung kommt es zum natürlichen Tod des 
Tieres oder bei drastischer Verschlechterung seines Gesamtzustandes, in Absprache mit 
dem Patientenbesitzer, zur Euthanasie des Patienten durch den Tierarzt. Sieht man die 
geringen therapeutischen Möglichkeiten des Tierarztes bei tumorösen Erkrankungen 
von Tieren, stellt die Misteltherapie eine gute Behandlungsalternative dar. Da in der 
Tiermedizin der Einsatz einer Chemo- oder Bestrahlungstherapie selten ist, würden 
Mistelpräparate in Form einer Mistelmonotherapie zum Einsatz kommen. Eine 
kombinierte Therapie aus Chemo- und Misteltherapie, wie in der Humanmedizin häufig  
angewendet, ist ebenfalls denkbar. Ein chirurgisches Entfernen des Tumors sollte, wenn 
möglich, in jedem Falle durchgeführt werden. Danach sollte, sobald es der Zustand des 
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Patienten post operationem zulässt, mit der Misteltherapie begonnen werden. Eine gutes 
Beispiel für den Einsatz der Misteltherapie bei tumorösen Erkrankungen des Hundes 
würde der kanine Mammatumor darstellen. Mammatumore beim Hund sind die 
Tumore, die bei nicht kastrierten Hündinnen am häufigsten auftreten und somit einen 
Routinefall in der tierärztliche Kleintierpraxis darstellen. So ist z.B. das operative 
Entfernen von Mammatumoren ein sehr häufig durchgeführter chirurgischer Eingriff. 
Für eine anschließende Chemotherapie gibt es zur Zeit noch kein nachweislich 
erfolgreiches zytostatisches Behandlungsprotokoll (persönliche Mitteilung Prof. Dr. vet. 
med. Johannes Hirschberger, München, 05.09.2005).  
Die Primärtumore werden vom Besitzer meist früh erkannt und die Tiere werden 
vorstellig, bevor es zu Störungen des Allgemeinbefindens oder zur Ausbildung von 
Metastasen kommt. Die Therapie kann daher in einem frühen Stadium der Erkrankung 
beginnen. Die in dieser Arbeit durchgeführten in-vitro Studien zeigen, dass 
Mistelextrakte in die stimulierte Migration von Mammatumorzellen eingreifen können. 
Dadurch könnte es möglich sein, die Bildung von Metastasen zu beeinflussen. Eine 
Studie in der Humanmedizin zeigt, dass es bei Patienten mit Mammatumoren, die mit 
Misteltherapie zusätzlich in Verbindung mit einer Chemotherapie behandelt wurden, zu 
einer Verbesserung der Lebensqualität und zu einer Stabilisierung des Anteils an 
aktiven NK-Zellen kommt (AUERBACH u. Mitarb. 2005). Eine weitere Studie 
(SCHINK u. Mitarb. 2005) zeigt bei Mamma- und Kolorektalkarzinompatienten, die 
postoperativ ausschließlich unter Mistelmonotherapie standen, ebenfalls eine Erhöhung 
der Lebensqualität und eine Erhöhung der NK-Zellen. Es konnte ein Zusammenhang 
von NK-Zellaktivität und Progression der Tumorerkrankung gezeigt werden. Eine 
Misteltherapie nach Resektion des Primärtumors kann sich also auch durch die 
immunstimulierende Wirkung des Mistelextraktes positiv für den Patienten auswirken.  
In der Tierklinik Spaduit, Graz, werden seit über 15 Jahren Neoplasien, neben 
chirurgischen Maßnahmen, ausschließlich mit Mistelpräparaten behandelt und damit 
sehr gute Erfahrungen gemacht (SPADUIT 2001). Ist eine Operation nötig und möglich 
wird schon präoperativ eine Kur mit Iscador® durchgeführt. BÜSSING (2005) zeigte in 
einer humanmedizinischen Studie mit Mammatumorpatientinnen das eine einmalige 
perioperative Infusion von Iscador® M spezial einer Immunsuppression, ausgelöst durch 
Narkotika und Operations-assoziiertem Stress, entgegenwirken kann (BÜSSING u. 
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Mitarb. 2005b). Die Wirkung beruht auf einer signifikanten Steigerung des oxidativen 
Bursts der neutrophilen Granulozyten. In einer inhaltlich ähnlichen Studie konnte 
gezeigt werden, dass eine einmalige perioperative intravenöse Applikation von Iscador® 
M spezial zu einer signifikant besseren NK-Zell-Funktion führt (BÜSSING u. Mitarb. 
2005b). Eine Verbesserung der NK-Zell-Aktivität steht im Zusammenhang mit einer 
geringeren Progression der Tumorerkrankung (SCHINK u. Mitarb. 2005). Beide 
Studien zeigen, dass sich der frühzeitige Beginn einer Misteltherapie in erster Linie 
positiv auf das Immunsystem des Patienten auswirkt und damit einen positiven Einfluss 
auf den Verlauf der Erkrankung haben kann. Die in dieser Arbeit durchgeführten in-
vitro Untersuchungen gemeinsam mit den in dieser Arbeit vorgestellten klinischen 
Untersuchungen in der Humanmedizin und den positiven Erfahrungen der Tierklinik 
Spaduit zeigen, dass die Misteltherapie bei veterinärmedizinischen Krebspatienten eine 
durchaus in Betracht zu ziehende Behandlungsoption darstellt. Dabei soll sie eine 
Chemotherapie nicht ersetzen, sondern als eine zusätzliche Möglichkeit der Therapie 
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Für diese Arbeit wurden in-vitro-Studien an kaninen Mammatumorzellen und humanen 
follikulären B-NHL-Zellen durchgeführt. Es wurden erstmals die migratorischen 
Eigenschaften einer kaninen Mammatumorzelllinie (CMT-U-27, infiltrierendes 
duktuläres Karzinom mit Metastasen) und deren Beeinflussbarkeit untersucht. Die 
Experimente zeigten einen leichten promigratorischen Einfluss von Noradrenalin und 
EGF; mit dem Tumorpromotor PMA wurde eine sehr deutliche Stimulation der 
Migration erreicht. Es konnte gezeigt werden, dass Iscador® M in der Lage ist, die 
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PMA-stimulierte Migration der CMT-U-27-Zellen zu hemmen, wobei die spontane, 
Matrix-induzierte Zellmigration unbeeinflusst blieb. Zwischen der migratorischen 
Aktivität von Tumorzellen und ihrer Fähigkeit Metastasen zu bilden, besteht ein 
Zusammenhang. Durch einen inhibierenden Effekt auf die Migration von Tumorzellen 
könnte eine Progression der Erkrankung durch Metastasenbildung verhindert oder 
zumindest verzögert werden. 
IL-6 dient als prognostischer Faktor bei lymphoproliferativen Erkrankungen der B-
Zellen und kann sich negativ auf den Krankheitsverlauf bei B-Lymphompatienten 
auswirken. Unterstützend zu den guten in-vivo Erfahrungen in der Lukasklinik in 
Arlesheim, Schweiz, sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob Iscador® P bei 
follikulären B-NHL-Zelllinien (DoHH2, WSU-NHL, Sc-1) einen autokrinen IL-6-Loop 
auslösen kann. Dafür wurden die Zellen über definierte Zeiträume mit verschiedenen 
Iscador® P-Konzentrationen inkubiert. Es wurden Proben entnommen und 
durchflusszytometrische Messungen auf membrangebundenen IL-6R und gp130, 
Messungen der mRNA-Expression von IL-6, IL-6R und gp130 mittels Real-Time-RT-
PCR und ELISA-Messungen zur Bestimmung von IL-6, löslichem IL-6R (sIL-6R) und 
löslichem gp130 (sgp130) durchgeführt. Es konnte kein Einfluss von Iscador® P auf die 
Oberflächen- oder Genexpression von IL-6 und den dazugehörigen 
Rezeptorkomponenten gp130 und IL-6R nachgewiesen werden. Zudem wird kein IL-6, 
sgp130 oder sIL-6R von den Zellen freigesetzt. Damit kann ein autokriner IL-6-Loop 
und ein durch Freisetzen von sIL-6R ermöglichtes Transsignalling bei den in dieser 
Arbeit untersuchten follikulären B-NHL-Zelllinien ausgeschlossen werden. In 
Wachstumskurven konnte gezeigt werden, dass Iscador® P den proliferativen Einfluss 
von IL-6, bei gleichzeitiger Inkubation, aufhebt. Genexpressionsmessungen der 
apoptoserelevanten Gene bcl-2, bax, bcl-xl und bad mittels Real-Time-RT-PCR zeigten 
bei den WSU-NHL-Zellen, dass die Apoptose über ein Verschieben des bcl-2/bax-
Quotienten ausgelöst wird, welches mittels durchflusszytometrischer Analyse bestätigt 
werden konnte. Im Gegensatz dazu konnte bei Sc-1 Zellen keine Verschiebung des 
bcl-2/bax-Quotienten in Richtung Induktion der Apoptose beobachtet werden, sodass 
die bei dieser Zelllinie beobachtete Hemmung der IL-6 mediierten Proliferation durch 
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Mistletoe therapy has been implemented in cancer therapy in Germany for the last 70 
years due to its immuno-modulatory and cytotoxic effects. The scope of this work 
encompassed in-vitro studies with kanine breast cancer cells and human B-NHL cells. 
We first studied the migratory capacity of kanine breast cancer cells (CMT-U-27 
infiltrating adenocarcinoma with metastases), and the mechanisms by which this may be 
influenced by means of computer-assisted cell tracking. The experiments demonstrated 
a small but significant promigratory effect of norepinephrine and EGF and an activation 
of the PKC was attained by PMA which also caused a significant increase in migration. 
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We were able to show that Iscador® M is able to inhibit PMA stimulated migration of 
CMT-U-27 cells, whereby spontaneous matrix induced migration remained unaffected. 
In general there is a clear link between the migratory capacity of cancer cells and there 
tendency to metastasizeso the main target of metastasis therapy is to influence cell 
migration whereby the progression of the disease may be attenuated or even prevented. 
IL-6 serves as a prognostic factor for lymphoproliferative malignancies of B cells and 
may have a negative impact on the disease progression. In support of the good clinical 
acceptance as reported from the Lukasklinik Arlesheim, Switzerland, it was the aim of 
this study to determine whether Iscador® P causes an autocrine IL-6 loop in follicular B-
NHL cell lines (DoHH2, WSU-NHL, Sc-1). For this purpose we incubated these cells 
for previously defined time periods with a range of Iscador® P concentrations. Samples 
were taken and analyzed by flow cytometry to determine the expression of membrane 
bound IL6 receptor and gp130. Concomitantly we performed quantitative mRNA 
analyses of IL6R, gp130 and ELISA analyses of soluble gp130 and soluble IL6 
receptor. As a result we found that Iscador® P does not influence the surface or gene 
expression of IL-6 or its receptor components gp130 and IL-6R. Furthermore we found 
no secretion of IL-6, sgp130 or sIL-6R. Thus the mechanism of IL-6 induction via an 
autocrine loop as well as trans-signalling induced by Iscador® P in the follicular B cell 
lymphoma cell lines could be excluded. Cell proliferation studies showed that IL-6 
promotes cell growth in all of the tested cell lines which was reversed by incubation 
with Iscador® P. Utilizing gene expression analyses of apoptosis regulated gene 
products (bcl-2, bax, bcl-xl and bad), we were able to show that incubation with 
Iscador® P induced apoptosis by shifting the bcl-2/bax ratio which was confirmed by 
flow cytometry. Upon analysing the Sc-1 cells we found no shift in the bcl-2/bax ratio, 
which leads us to the conclusion that attenuation of IL-6 induced proliferation is 
initiated via an alternate mechanism in this cell line.  
The experiments performed in the scope of this work as well as the clinical research 
done on human patients, and successful therapy performed with some animal patients 
demonstrate that mistletoe therapy is a thoroughly plausible, and effective medication 
for veterinary patients. It should not replace chemotherapy but rather presents an 
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